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Введение
Повышенный интерес исследователей к эритроцитам обусловлен участием эритроцитов в процессах, связанных с поддержанием гомеостаза на уровне целого организма. Красные кровяные клетки помимо присущей им специфической газотранспортной функции наделены способностью принимать участие в регуляции кислотно-основного состояния, водно-электролитного баланса, микрореологического статуса крови, в иммунных реакциях, связывании и переносе инфектогенов и лекарственных веществ. Накопленные к настоящему времени фактические данные позволяют утверждать, что эритроциты вовлекаются в патологический процесс не только при гематологических заболеваниях, но и претерпевают серьезные изменения структуры и функции при болезнях разного генеза.
Мембране эритроцитов присущи общие принципы молекулярной организации плазматических мембран, поэтому закономерности изменений структуры и функции мембраны эритроцитов с определенной долей коррекции, обусловленной, прежде всего, видовой специфичностью клеток, могут быть экстраполированы на иные мембранные системы. Простота организации эритроцита дает возможность изучать функциональные свойства плазматической мембраны без помех, накладываемых внутриклеточными мембранными образованиями и органеллами. В свою очередь, белок-липидная структура мембраны эритроцитов зависит от функционального статуса клеток, что позволяет оценивать роль метаболических процессов в реорганизации их мембран.
Одним из современных перспективных методов, используемым при изучении морфо-функционального состояния клеток, является метод лазерной модуляционной интерференционной микроскопии, с помощью которого исследуются динамика изменения фоpмы клетки и ее cтpуктуpы, а также функциональные показатели. С помощью лазерной модуляционной интерференционной микроскопии можно в режиме реального времени получить изображение живых функционирующих клеток с нанометровым разрешением. Регистрируя интерференционный сигнал, проходящий через цитообъект, исследователь получает фазовое изображение клетки. В случае прозрачных объектов, таких как нативная клетка, фазовое изображение может нести информацию не только о ее пространственных характеристиках, но и о распределении оптической плотности внутри цитообъекта. Важным достоинством лазерной интерферометрии является количественный характер получаемых данных. 
В представленной работе приведены сведения об структурно-функциональных показателях эритроцитов, лазерной интерференционной микроскопии и возможностях использования данного метода, позволяющего комплексно оценить состояние эритроцитов. 

Часть 1. Современные представления о структурно-функциональных показателях эритроцитов                                        1.1. Структурная организация мембран эритроцитов − основа функционального проявления их свойств 

Эритроцит окружен плазматической мембраной, структура которой хорошо изучена, идентична таковой в других клетках. Цитоплазматическая мембрана эритроцитов включает бислой фосфолипидов, в то время как белки или «плавают» на поверхности мембран, или пронизывают липиды, обеспечивая прочность и вязкость мембран. Площадь мембраны одного эритроцита составляет около 140 мкм2. На долю белков приходится примерно 47-49%, липидов – 35-45%, углеводов –7-10%. Основная часть углеводов (93%) связана с белками, остальная - с липидами (Черницкий Е.А., Воробей А.В., 1981; Rodgers W., Glaser M., 1993).

В составе эритроцитов обнаружено около 340 мембранных и 250 растворимых белков. При разделении белков мембраны эритроцитов методом электрофореза в полиакриламидном геле с додецилсульфатом натрия получают ряд полос индивидуальных белковых компонентов (табл. 1). 

Полосы 1 и 2 включают отдельные субъединицы спектрина. Спектрин является специфическим белком эритроцитов, его гибкие вытянутые молекулы, связываясь с микрофиламентами актина и липидами внутренней поверхности мембраны, формируют своеобразный скелет эритроцита. От наличия спектрина зависит подвижность белков, удерживающих двойной бисой липидов Спектрин – фибриллярный белок, составляющий 75% всей массы цитоскелета (Сорокова В.И., Никитин Г.М., Моченова Н.Н., 1996), представлен двумя субъединицами α (Mr 24000) и β (Mr 22000), свернутыми в спираль и образующие димеры или тетрамеры (Казеннов А.М., Маслова М.Н., 1988; Черницкий Е.А., Воробей А.В., 1981; MacDonold R.J., 1993). Гетеродимеры имеют форму изогнутых фибрилл длиной 100 Нм и могут принимать различные конформации (Lenormand G., Henon S., Richert A., 2001). В нативных мембранах эритроцитов спектрин представлен в форте тетрамера, образующегося путем самоассоциации гетеродимеров по типу “головка к головке” (Wallis C.J., Babitch J.A., Wenegiemc E.F., 1993). Спектрин фосфорилируется и дефосфорилируется специфической протеинкиназой и фосфатазой. Структурные особенности спектрина ответственны за мембранную проницаемость (MacDonold R.J., 1993). Спектрин принимает участие в АТФ-азных реакциях (Казеннов А.М., Маслова М.Н., 1993) частичное устранение спектрина увеличивает латеральную подвижность гликопротеинов (Шереметьев Ю.А., Суслов Ф.Ю., Макин Г.И., 1991). 
Полосы 2.1, 2.2, 2.6 представлены различными формами периферического белка анкирина. Анкирин имеет сферическую форму и состоит из двух доменов: нейтрального и фосфорилированного. Осуществляет связь мембраны и цитоскелета (Гончарова Е.И., Пинаев Г.Л, 1988; Сторожок С.А., Санников А.Г., Захаров, 1997; Goodman S.R., Shiffer C.,1983).

Белок полосы 3 является гликопротеином, состоит из одной полипептидной цепи, неоднократно пронизывающей липидный бислой, содержит около 8-15% углеводов. В нативной эритроцитарной мембране белок п. 3 существует в форме тетрамера (Молчанова Т.Т.,1989; Wojcicki W.E., 1993). Гидрофобная область этого белка формирует анион-обменный канал, а цитоплазматическая область (N-терминальный конец) функционирует как место присоединения белка п. 4.2, анкирина, глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы, гемоглобина (Salhany J.M., Cordes K.A., Schopfer L.M., 1993). Показана роль конформационных изменений белка полосы 3 в трансформации формы эритроцитов (Gimsa J., Ried C., 1995; Wong P., 2006; Wong, P.,1999). Белок хорошо приспособлен для роли транспортной системы: транспорта воды, анионов, характерна и АТФ-азная активность. В мембране эритроцитов присутствуют Na+K+-АТФаза и Сa2+-АТФаза (Mattecci E., 1992). В эритроцитарной мембране выявлено наличие Са-зависимых К-каналов, эквимолярный Na+-Na+-обмен, симпорт Na+ и К+, обмен NaHCO3 - на Cl- , Na+ -H+ и  Na+-Ca2+ антипорт (Атауллаханов Ф.И. с соавт., 1993; Петруняка В.В., Панюшкина Е.А., Северина Е.П., 1990). Активность транспортных АТФаз определяется состоянием липидной фазы и периферическими белками, образующими мембранный скелет (Казеннов А.М., Маслова М.Н., 1991;  Казеннов А.М., Маслова М.Н., Шалабодов А.Д., 1990; Рязанцева Н.В., Новицкий В.В., 2004). Спектрин оказывает влияние на свойства Сa2+-АТФаз, Na+K+-АТФаз структурно взаимосвязанных с комплексом спектрин-анкирин (Nelson W.J., Veshnock P.J.,1987). 

Таблица 1.

Основные белки эритроцитарной мембраны 
(Казеннов А.М., Маслова М.Н., 1988;  Сторожок С.А., Санников А.Г., Белкин А.В., 1996)
	Белки мембраны
	Нумерация
	Отн.мол.масса 103
	Кол-во на клетку 103

	Спектрин
	1
	240
	200

	
	2
	220
	200

	Анкирин
	2.1
	200
	100

	
	2.2
	
	

	
	2.6
	
	

	Белок транспорта анионов
	3
	90
	1200

	
	4.1
	78
	200

	Переносчик глюкозы
	4.2
	72
	200

	Гликофорин А
	4.5
	60
	

	
	4.9
	47
	

	Актин
	5
	43
	500

	Г3ФД
	6
	35
	550

	Тропомиозин
	7
	29
	400

	Гликофорин В
	8
	23
	

	Глобин
	Нв
	17
	


Белок полосы 4.1 - глобулярный белок, локализуется на концах молекулы спектрина, играет важную роль в актин-спектриновых взаимодействиях (Schwartz R et al., 1987). Белок полосы 4.1 связывается с цитоплазматическим доменом белка полосы 3 и спектрином. Определяет латеральную подвижность белка полосы 3 и является белком, стабилизирующим связи между мембранным скелетом и мембраной эритроцитов (Susan M., Castracane V., Mantzoros S., 2004).

Белок полосы 4.2 - паллидин – олигомер (Mr=72 кДа), в клетке присутствует в димерной и тримерной формах с Mr=185 кДа. Соединяется с цитоплазматическим доменом белка полосы 3, анкирином, спектрином и белком полосы 4.1 (Солодилова М.А. 1999; Khanna R., Chang S.H., Andrabi S., 2002).

Белки полосы 4.5 и полосы 8 − гликофорины − сиалогликопротеины, углеводы которых составляют около 60% молекулы и имеют высокое содержание силовых кислот. Углеводные компоненты гликофорина выполняют рецепторную функцию для вирусов гриппа, ряда гормонов. Выявлено несколько типов гликофоринов −  А, В, С, Д и Е (Гончарова Е.И., Пинаев Г.Л., 1988;  Черницкий Е.А., Воробей А.В., 1981).  

Белок полосы 4.9 − фосфопротеин, участвует в укреплении сети цитоскелета (Гончарова Е.И., Пинаев Г.Л, 1988), прочно ассоциирован со спектрин-актиновым комплексом и оказывает существенное влияние на полимеризацию актина (Сторожок С.А., Соловьев С.В., 1992).

Полоса 5 - актин – представлен в эритроцитах α-−изоформой, в мембране присутствует в виде филаментов, содержащих от 12-17 мономеров и по физико-химическим свойствам схож с актином поперечнополосатых мышц (Казеннов А.М., Маслова М.Н., Шалабодов А.Д, 1990; Сторожок С.А., Санников А.Г., Захаров Ю.М., 1997).   

Белок полосы 6 − глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа (ГАФД), является ферментом гликолиза и принимает участие в регуляции окисления гемоглобина (Солодилова М.А., 1999).

Полоса 7 – тропомиозин – димер, состоящий из двух субъединиц с молекулярной массой 29 и 27 кДа; связывается с актином при соотношении: 1 молекула тропомиозина на 6-7 мономеров актина (Гончарова Е.И., Пинаев Г.Л, 1988).

Все составляющие полипептидного профиля мембраны эритроцита по функциональному назначению можно условно разделить на две основные группы: белковые компоненты, принимающие участие в формировании мембранного скелета (белки полос 1, 2, 2.1, 2.2, 2.6, 4.1, 4.9, 5 и 7), и полипептиды, обеспечивающие метаболизм и ионный гомеостаз эритроцитов (белок полосы 3, гликофорины, Na+K+-АТФаза, Са2+-АТФаза и ацетилхолинестераза; ряд белков группы полосы 4.5, осуществляющих транспорт моносахаридов и нуклеозидов; белок фракции 6, представляющий глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназу) (Болдырев А.А., 1985; Гаврилов О.К., Козинец Г.И., Черняк Н.Б., 1985; Казеннов А.М., Маслова М.Н., 1988; Wallis C.J., Babitch J.A., Wenegiemc E.F., 1993). 

Белки эритроцитарной мембраны обеспечивают двухсторонний транспорт молекул, ферментативный мембранно-ассоциированный катализ, рецепцию химических сигналов из окружающей среды, а также морфологические и механические свойства клетки (Иванов И.Т., 1997; Ивенс И., Скейтлак Р., 1982; Новицкий В.В., Рязанцева Н.В., Степовая Е.А., 2004; Gimsa J., Ried C., 1995).

Липидные молекулы, являясь важными структурными и функциональными компонентами мембраны эритроцита, регулируют подвижность и активность внутримембранных белков (Hulbert A.J., Turneer N., Storlien L.H. et al, 2005). Данный механизм обеспечивает селективную проницаемость и адекватное функционирование мембрано-ассоциированных ферментов, а также рецепторного аппарата (Бышевский А.Ш., Терсенов О.А., 1994; Северин Е.С., 2005; Despopoulos A., 2003). 

Липидная часть мембраны эритроцита состоит из нейтральных липидов (25-30%), гликолипидов (10-15%) и фосфолипидов (60%) (Черницкий Е.А., Воробей А.В., 1981).  

В эритроцитарной мембране содержится примерно 20 видов, различающихся полярными головками фосфолипидов (ФЛ) (Василенко И.А., Боровягин В.Л., 1990). Основными представителями мембраны эритроцитов являются: фосфатидилхолин (ФХ) – 15-20%, фосфатидилэтаноламин (ФЭА) – 13-23%, фосфатидилсерин (ФС) – 7-15%, фосфатидилинозитол (ФИ) – 2-4%, сфингомиелин (СМ) – 8-12% (Геннис Р.,1997; Казеннов А.М., Маслова М.Н., Репин Н.В., Кирошка В.В., Головко О.И., 2009;Черницкий Е.А., Воробей А.В.,1981). Полярные головки фосфолипидов могут быть заряжены отрицательно, в соответствии с этим их разделяют на кислые (ФС, ФИ) и нейтральные (ФХ, СМ, ФЭА) (Северин Е.С., 2005).

У эритроцитов различных видов процентное содержание основных фракций липидов (холестерин, ФС, ФЭА и холинсодержащие) примерно одинаково, при значительно высокой вариабельности соотношение между СМ и ФХ. Однако общая доля холинсодержащих фосфолипидов всегда остается равной приблизительно 50% (Казеннов А.М., Маслова М.Н., 1988).

ФЛ, составляющие основную часть мембранных липидов, в комплексе с белками выполняют структурообразующую функцию, определяя оптические, электрические и осмотические свойства биомембран, регулируют активный и пассивный трансмембранный транспорт веществ, определяют чувствительность клеточных рецепторных структур к действию лигандов и детерминируют активность мембраносвязанных ферментных систем (Казеннов А.М., Маслова М.Н., 1993; Gascard P. et al., 1993; Rossi J. et al., 1995). 

Фосфолипиды способны взаимопревращаться друг в друга, что направлено на сохранение целостности цитоплазматических мембран и внутреннего состава (Атаджанов М.А., Баширова Н.С., Усманходжаева А.И., 1995; Караман Ю.К., Новгородцев Т.П., Жукова Н.В.,2010; Catala A.,2009).

Из всех ФЛ ФХ – метаболически наиболее активный вид в эритроцитах. ФЭА, представленный примерно в таком же количестве, значительно менее активен, а СМ в зрелой клетке практически не обменивается (Геннис Р., 1997). ФХ и ФЭА метаболически связаны друг с другом, их гидролиз при участии фосфолипазы А2 приводит к отщеплению ненасыщенных жирных кислот и образованию ЛФХ и ЛФЭА, обладающих сильным гемолитическим действием (Бышевский А.Ш., Терсенов О.А., 1994).

Цитолитический эффект ЛФЛ обусловлен сочетанием действия их как поверхностно-активных веществ и ионофоров, вызывающих структурные перестройки липидного компонента и белков в мембранах клеток (Ohvo-Rekila H., Ramstedt B., Leppimaki P. et al, 2002).  
ЛФХ в физиологических концентрациях влияет на форму эритроцитов, способен производить тонкие перестройки клеточной мембраны, что влечет изменение активности мембранных ферментов (Коротаева А.А., Чеглаков И.Б., Морозкин А.Д. с соавт.,1996). В норме ЛФХ быстро подвергается дальнейшему расщеплению. Главный путь утилизации лизофосфатидов – гидролитическое отщепление жирных кислот при участии лизофосфолипаз (фосфолипаза В). Часть ЛФХ подвергается ацилированию при участии лизолецитинацилтрансферазы, при конденсации двух молекул ЛФХ происходит образование ФХ и глицерилфосфохолина (Грибанов Г.А., 1991; Клебанов Б.М., 1992). ФХ является компонентом антиоксидантной системы, изменяет плотность поверхностного заряда мембраны (Курашвили Л.В., Васильков В.Г., 2003). 

ЛФХ участвуют в реакциях ацилирования диглицеридов в триглицериды (Курашвили Л.В., Васильков В.Г., 2003). Диглицериды являются физиологическим регулятором протеинкиназы С. Так, образующийся при гидролизе мембранных фосфоинозидов диацилглицерол в присутствие Са2+ и ФС как кофакторов активирует Са2+-фосфолипидзависимую протеинкиназу С, которая катализирует фосфорилирование структур мембранных белков (Gascard P. et al., 1993). Увеличение в клетках уровней диацилглицерола и ЛФХ приводит к разделению мембранного цитоскелета и плазмолеммы с последующим отшнуровыванием мембранных везикул без ретикулярной структуры. Везикуляция является процессом, конкурирующим с образованием гемолитических пор, соответствующих быстрому гемолизу (Сенькович О.А., Розин В.В., Черницкий Е.А., 2001; Сенькович О.А., Розин В.В., Черницкий Е.А., 2001). Увеличение эластичности эритроцитов облегчает процесс везикуляции, что увеличивает устойчивость клеток к гемолизу (Шамова Е.В с соавт., 2011).

СМ принимает активное участие в реализации внешних воздействий на клетку и процессах межклеточного взаимодействия (Клебанов Б.М., 1992; Ariga T., Jarvis W.D., Yu R.K., 1998). В распаде СМ принимают участие 2 фермента: сфингомиелиназа и церамидаза (Merrill A.H., Jones D.D., 1990). Внешние факторы через клеточные рецепторы оказывают влияние на сфингомиелазу, которая расщепляет СМ мембраны с образованием церамида (Шупик М.А., Ванин А.Ф., Алесенко А.В., 2011), который в цитоплазме клетки при действии церамидазы расщепляется до сфингозина (Северин Е.С., 2005). С действием церамидов связаны многие сигнальные системы, такие как быстрая активация апоптического ответа (Геннис Р., 1997; Ariga T.,  Jarvis W.D., Yu R.K., 1998). При увеличении содержания в клетке церамида стимулируется образование сфингозина. Сфингозин активирует протеинкиназу С, которая фосфорилирует белки мембран и цитоскелета, обеспечивая таким образом, физиологический ответ клетки на внешнее воздействие (Алесенко А.В., Соловьев А.С., Терентьев А.А. с соавт., 1998; Северин Е.С., 2005).  

Гликолипиды в составе мембраны разделяют, в зависимости от вида полярной головки, на нейтральные (глобозиды − 5-7%, церамиды − 2-3%) и кислые (ганглиозиды 2%), несущие в качестве заряженной головки сложные олигосахариды, включающие сиаловые кислоты. В функции гликолипидов входит стабилизация клеточной мембраны, обеспечение иммунного статуса клетки и особенностей формирования межклеточных взаимодействий. За счет сиаловых кислот, входящих в состав ганглиозидов, гликолипиды участвуют в поддержании отрицательного заряда клеток (Козинец Г.И. с соавт., 2007;  Seaman G.V. et al., 1983). Гликолипиды и гликопротеины образуют гликокаликс толщиной 3-4 нм, обуславливающий высокий отрицательный заряд клеточной поверхности. Углеводный компонент мембраны, преимущественно представленный галактозой, маннозой и N-ацетилнейраминовой кислотой, локализуется исключительно на наружной ее стороне (Козинец Г. И., 2008;  Черницкий Е.А., Воробей А.В., 1981).

Из нейтральных липидов 24% приходится на долю холестерина. Холестерин имеет жесткую структуру и влияет на лабильность липидных цепей в мембране, уплотняет липиды, ограничивает движение углеводородных цепей, одновременно приводит к некоторому возрастанию подвижности полярных “головок” (Блума Р.К. Калния И.Э., Иванова С.М., 1992; Тараховский Ю.С. с соавт., 1992). Молекула холестерина уменьшает содержание воды в клеточной мембране, определяет ее проницаемость, создает микроокружение для встроенных в мембрану ферментов (Атаджанов М.А., Баширова Н.С., Усманходжаева А.И., 1995). 
Для липидов мембраны характерно асимметричное расположение. Гетерогенное распределение липидов связано с существованием областей с различной организацией липидов: жидкие липиды бислоя, упорядоченные за счет липид-липидных взаимодействий бислоя и иммобилизованные за счет белок-липидных взаимодействий (Каган В.Е., 1981; Капрельянц А.С., 1982;  Коротаева А.А., Чеглаков И.Б., Морозкин А.Д. с соавт., 1996). 

Трансмембранная асимметрия определяется расположением ФЛ: 70% ФХ, 80% СМ и до 30% ФЭА находятся в наружном монослое; ФС − полностью во внутреннем монослое (Daleke D.L., 2003; Wilson M.J., Richter-Lowney K., Daleke D.L., 1993). Переход молекул ФЛ с одной стороны мембраны на другую, а также их избирательный гидролиз в ее определенных областях или образование небислойных липидных фаз играют важную роль в процессах везикулообразования, трансформации и разрушения эритроцитов (Розин В.В., Сенькович О.А., Черницкий У.А., 2001). Перераспределение основных классов фосфолипидов в мембране между внутренним и внешним монослоями рассматривается как компенсаторная реакция клетки в ответ на усиление процессов липопероксидации (Караман Ю.К., Новгородцев Т.П., Жукова Н.В., 2010). Аминофосфолипидтранслоказы осуществляют транспорт аминофосфолипидов (ФЭА и ФС) между монослоями липидного бислоя (Haest C.W.M., Kamp D., Deuticke B., 1997; Haest C.W., Vondenhof A., Kamp D., 1994; Seigneuret M., Devaux P.F., 1984). Показано, что активация фосфолипазы А2 повышает транслокацию ФЭА и ФС на внешнюю поверхность мембраны (Choudhury T.D., Das N., Chattopadhyay A. et al, 1999). Снижение синтеза АТФ приводит к уменьшению активности АТФ-зависимых аминофосфолипидтранслоказ и экстернализации ФС на поверхность клеток (Banerjee T., Kuypers F.A., 2004). Увеличение содержания ионов Са2+ приводит к активации скрамблазы, выходу ФС на внешнюю половину мембраны, нарушению ассиметричного расположения фосфолипидов (Daleke D.L., 2003; Zwaal R.F., Comfurius P., Bevers E.V., 2005; Wahid S.T., Marshall S.M., Thomas T.H., 2001).

В мембране наблюдается определенная комплиментарность между фосфолипидами и холестерином. Стерическая форма холестерина такова, что он располагается в мембране рядом с ФЛ, уменьшает их подвижность, снижает жидкостность и повышает микровязкость мембраны (Шилов А.М. с соавт., 2008; Титов В.Н., 2000). Предпочтительное связывание холестерина со СМ способствует расположению холестерина, главным образом, во внешнем монослое мембраны (Speelmans G.et al., 1994). Гликолипиды в мембране также расположены во внешнем монослое (Геннис Р., 1997).

Липидные молекулы определяют специфичность укладки и стабилизируют полипептидные цепи всех интегральных и некоторых периферических белков. В эритроцитарной мембране ФХ и ФС связаны с гликофорином, ФХ – с белком полосы 3, ФС является прибелковым липидом Nа,K-АТРазы, ФИ модулирует Са-АТФазную активность (Черницкий Е.А., Воробей А.В., 1981; Rong Q. et al., 1993). 

В создании асимметрии участвуют как липидные, так и белковые компоненты мембраны. Причина асимметричного расположения липидов, в первую очередь, является асимметричное распределение мембранных белков (Rodgers W., Glaser M., 1993).

Периферические белки, на внутренней стороне мембраны, образуют цитоскелет (рис. 1). В настоящее время предложен ряд моделей строения эритроцитарного мембранного скелета (Казеннов А.М., Маслова М.Н., 1988;  An X., Takakuwa Y., Manno S., 1996; Bennett V., Baines A.J., 2001; Cohen C.M., 1983), которые отличаются лишь деталями. Можно выделить два белковых комплекса, определяющих особенности структуры цитоскелета эритроцитарной мембраны. Это спектрин - белок полосы 4.1 −  актин − белок полосы 4.9 и спектрин − анкирин − белок полосы 3. Тетрамеры спектрина путем латеральной ассоциации прикреплены к актину, анкирину и белку полосы 4.1 (Bennett V., 1990; Takakuwa T., 2001). С молекулами актина взаимодействуют белки полос 4.1, 4.9, которые оказывают влияние на взаимодействие актина и спектрина (Лапшина Е.А., Заводник И.Б., 1993; Сторожок С.А., Соловьев С.В., 1992). Белок полосы 4.1 ускоряет процесс полимеризации актина, белок полосы 4.9 уменьшает степень полимеризации актина, стабилизируя короткие актиновые нити (Cohen C.M., Langley R., 1984; Eder P., Soong C., Nao M., 1986). Актин взаимодействует с тропомиозином и кальмодулинсвязывающим белком (Сторожок С.А., Соловьев С.В., 1992). 

Белки цитоскелета образуют связь с интегральными белками и липидами (Капля А.А., Морозова В.С., 2010; Тараховский Ю.С. с соавт., 1992; Lenormand G., Henon S., Richert A. et al., 2001). Межбелковые взаимодействия белков цитоскелета с гидрофобными белками мембраны ограничивают свободную диффузию мембранных белков (Тараховский Ю.С. с соавт., 1992; Rodgers W., Glaser M., 1993). Спектрин имеет центры связывания анкирина (в фосфолилирированном домене), которые находятся на α-субьединице. Анкирин через нейтральный домен взаимодействует с белком полосы 3. Протеолиз анкирина увеличивает латеральную подвижность белка полосы 3 (Шереметьев Ю.А., Суслов Ф.Ю., Макин Г.И., 1991). Спектрин непосредственно связан с гликофорином А, через белок полосы 4.1 обеспечивается связь спектрина с гликофорином С (Сторожок С.А., Санников А.Г., Захаров Ю.М, 1997). Спектрин взаимодействует с липидами мембраны, в частности, с фосфатидилсерином (MacDonold R.J., 1993). 
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Рис. 1. Молекулярная структура цитоскелета мембраны эритроцитов

SpT - молекулы спектрина тетрамера 2.1 -анкирин; 3-интегральный белок полосы 3; GpC-гликофорин - С; Ad-аддуцин; 5-актин; 4.1 и 4.2- белки полос 4.1 и 4.2 (Сторожок С.А., Санников А.Г., Захаров Ю.М., 1997; Cohen C.M., 1983).

Большинство белков цитоскелета являются фосфопротеинами, контроль за которыми обеспечивается через изменение уровня фосфорилирования белковых компонентов. В эритроцитах выявлено наличие различных протеинкиназ: цАМФ-зависимая протеинкиназа, цАМФ–независимая протеинкиназа, кальцийзависимая протеинкиназа, протеинкиназа С (Cohen C.M., Langley R., 1984; Eder P., Soong C., Nao M., 1986; Simkowski K., Tao M., 1980). В наибольшей степени фосфорилированы молекулы белков полос 3, 4.1, 4.9, спектрина, анкирина. Результатом увеличения уровня фосфорилирования белков является уменьшение сродства между их молекулами (Казеннов А.М., Маслова М.Н., Шалабодов А.Д., 1990; Wojcicki W.E., Beth A.H., 1993). Наряду с уровнем фосфорилирования белков цитоскелета существенное влияние на характер межмолекулярных взаимодействий оказывают ионы кальция. Действие кальция опосредуется через кальмодулин (Рыбина В.В., Еленская И.А., Каймачникова Н.П., 2001). Наиболее вероятными мишенями для кальмодулина среди белков цитоскелета являются спектрин, белок полосы 4.1. Кальмодулин ингибирует спектрин-актин-белок 4.1 взаимодействие (Сторожок С.А., Санников А.Г., Захаров Ю.М., 1997).

Большинство белков цитоскелета являются фосфопротеинами, контроль за которыми обеспечивается через изменение уровня фосфорилирования белковых компонентов. В эритроцитах выявлено наличие различных протеинкиназ: цАМФ-зависимая протеинкиназа, цАМФ–независимая протеинкиназа, кальцийзависимая протеинкиназа, протеинкиназа С (Cohen C.M., Langley R., 1984; Eder P., Soong C., Nao M., 1986; Simkowski K., Tao M., 1980). В наибольшей степени фосфорилированы молекулы белков полос 3, 4.1, 4.9, спектрина, анкирина. Результатом увеличения уровня фосфорилирования белков является уменьшение сродства между их молекулами (Казеннов А.М., Маслова М.Н., Шалабодов А.Д., 1990; МWojcicki W.E., Beth A.H., 1993). Наряду с уровнем фосфорилирования белков цитоскелета существенное влияние на характер межмолекулярных взаимодействий оказывают ионы кальция. Действие кальция опосредуется через кальмодулин (Рыбина В.В., Еленская И.А., Каймачникова Н.П., 2001). Наиболее вероятными мишенями для кальмодулина среди белков цитоскелета являются спектрин, белок полосы 4.1. Кальмодулин ингибирует спектрин-актин-белок 4.1 взаимодействие (Сторожок С.А., Санников А.Г., Захаров Ю.М., 1997).

Увеличение внутриклеточного кальция вызывает необратимый сфероэхиноцитозом. Сфероциты представляют терминальную стадию, в которую переходят эхиноциты, анактоциты, стоматоциты при необратимом повреждении (Красовская И.Г., 2008). В тоже время, изменение формы обратимо, если уровень внутриклеточного ионизированного Са2+ не увеличивается выше 3мМ. Увеличение концентрации внутриклеточного кальция в эритроцитах меняет характер межмолекулярных взаимодействий белков цитоскелета, в частности белка полосы 3 и белков цитоскелета, снижается деформабильность и повышает стабильность мембран эритроцитов (Gimsa J., Ried C., 1995; Nakao M., 2002; Woon L.A., Holland J.W., Kable E.P., et al, 1999; Wong P., 2006; Wong, P., 1999). Изменение эластических свойств эритроцитаронй мембраны сопровождается снижением их поверхностного заряда (Шилов А.М. с соавт., 2008). Активация протеинкиназ и фосфорилирование белков цитоскелета увеличивает деформабильность мембран (Сторожок С.А., Санников А.Г., Белкин А.В., 1996; Wojcicki W.E., Beth A.H., 1993). Изменение формы эритроцита коррелирует с изменением трансмембранного потенциала клеток (Hartmann J., Glaser R., 1994). При образовании эхиноцитов на мембране эритроцитов происходит перераспределение отрицательного заряда, образуются дискретные области с сильным отрицательным зарядом (Marikovsky Y., 1996). 

1.2. Функции эритроцитарной мембраны

Мембрана эритроцитов обеспечивает регуляцию электролитного баланса клетки за счет активного энергозависимого транспорта электролитов или пассивной диффузии соединений по осмотическому градиенту. В мембране эритроцитов имеются ионнопроницаемые каналы для катионов Na+, K+, для O2, CO2, Cl– , HCO –  (Казенов А.М., Маслова М.Н., 1987). 

Ключевую роль в регуляции ионного гомеостаза играют Na+K+-АТФаза, Са2+-АТФаза (Лопина О.Д., 2005; Мосягин В.В., 2008). Са2+-АТФаза переносит ионы кальция из цитозоля в плазму крови против градиента электрохимического потенциала и поддерживает величину концентрации кальция в цитозоле эритроцитов 10-7М. Са2+-АТФаза стимулируется кальмодулином, кислыми ФЛ (ФИ), фосфорилированием под действием протеинкиназ (Рыбина В.В., Еленская И.А., Каймачникова Н.П., 2001), а также макроэргическими соединениями, преимущественно АТФ, ЦТФ, ГТФ, в меньшей степени ГТФ и ЦТФ. 

Функции Na+K+-АТФазы заключаются в поддержании мембранного потенциала за счет градиентов Na+ и К+. Na+K+-АТФаза способствует за счет энергии АТФ переносу через мембрану других ионов, обеспечивает сопряженный котранспорт Na+, K+, Cl-, Na+/Ca2+ и Na+/Н+-обмены, кроме того, в результате имеющегося градиента Na+ происходит сопряженный с ним перенос глюкозы, аминокислот, фосфора и нейротрансмиттеров (Blanco G., Mercer R.W., 1998). Na+K+-АТФаза – интегральный белок, прочно связанный с мембранными липидами, состоящий из 2-х полипептидных субъединиц с ММ 80-100кД. Транспортная система имеет 3 центра, связывающих ионов Na+, локализованных на цитоплазматической стороне мембраны. С наружной стороны мембраны на транспортной системе имеется 2 центра связывания ионов К+. Угнетение активности Na+K+-АТФазы приводит к увеличению концентрации внутриклеточного Са2+ (Akera T., Ng Y.C., 1991; Forman H. J., Fukuto J.M,  Tottes M., 2004; Glitsch H.G., 2001; Keeton K.S., Kaneko I.I., 1972; Lang F., Busch G. L., Volkl H., 1998). Поступление избыточного количества Са2+ или нарушение его выделения из клетки сопровождается изменением функций клетки (Rajkumar V., Ragatzki P., Sima A., Levy J., 1999). При этом изменение функциональной активности клеток может происходить и при непосредственном взаимодействии Na+K+-АТФазы с G-белками (Лопина О.Д., 2005). Взаимодействие Na+K+-АТФазы с Src вызывает активацию сигнального пути, связанного с активацией различных киназ, оказывающих комбинированное воздействие на клеточные структуры (Pierre S.V., Xie Z., 2006). Увеличение внутриклеточного кальция вызывает необратимый сфероэхиноцитозом. Сфероциты представляют терминальную стадию, в которую переходят эхиноциты, анактоциты, стоматоциты при необратимом повреждении (Красовская И.Г., 2008). В тоже время, изменение формы обратимо, если уровень внутриклеточного ионизированного Са2+ не увеличивается выше 3мМ. Увеличение концентрации внутриклеточного кальция в эритроцитах меняет характер межмолекулярных взаимодействий белков цитоскелета, в частности белка полосы 3 и белков цитоскелета, снижается деформабильность и повышает стабильность мембран эритроцитов (Gimsa J., Ried C., 1995; Woon L.A., Holland J.W., Kable E.P., et al, 1999; 1Wong P.,2006; Wong, P., 1999). Изменение эластических свойств эритроцитаронй мембраны сопровождается снижением их поверхностного заряда (Шилов А.М. с соавт., 2008). 

Наряду с барьерной и транспортной функциями, мембрана эритроцитов выполняет рецепторную функцию. Экспериментально доказано наличие на мембране эритроцитов рецепторов к инсулину, эндотелину, церулоплазмину, α2 -макроглобулину, α- и β-адренорецепторов. На поверхности эритроцитов находятся рецепторы к фибриногену, обладающие достаточно высокой специфичностью. Эритроциты также несут на мембране рецепторы к гистамину, ТхА2, простациклину. В мембране эритроцитов обнаруживаются рецепторы для катехоламинов, снижающих подвижность жирных кислот липидов мембран эритроцитов, а также осмотическую устойчивость эритроцитов. Установлена перестройка структуры мембраны эритроцитов под влиянием низких концентраций инсулина, гормона роста человека, простагландинов группы Е и Е2. 

В мембранах эритроцитов высока и цАМФ активность. При увеличении концентраций в эритроцитах цАМФ (до 10–6 М) усиливаются процессы фосфорилирования белков, что приводит в свою очередь к изменению степени фосфорилированности и проницаемости мембран эритроцитов для ионов Са2+. Эритроцитарная мембрана содержит изоантигены различных систем иммунологических реакций, определяющих групповую принадлежность крови человека по этим системам. 

1.3. Свойства эритроцитов

На единицу объема эритроцит связывает в 60 раз большее количество О2, чем плазма крови. О2 хорошо растворим в воде, поэтому диффузия его в растворе происходит очень быстро. Связывание О2 с эритроцитами определяется парциальным давлением газа в плазме и сорбционными свойствами Нв. В капиллярах легких, где давление О2 высоко (рО2 = 133 гПа), высоко и сродство Нв к О2, что обеспечивает трансмембранный перенос газа и связывание его с гемоглобином. В капиллярах тканей, где рО2 равно 40-50 гПа, сродство Нв к О2 резко снижается. При этом происходит выход кислорода из эритроцитов. Транспорт СО2 через мембрану эритроцита также осуществляется за счет диффузного давления (в капиллярах легких рСО2 = 53 гПа, а в капиллярах тканей – 61 гПа). Диффузия СО2 в растворах происходит примерно в 20 раз быстрее, чем О2 (Марку И., 1985). 

Высокая скорость равновесия содержания СО2 в системе эритроцит – плазма крови обеспечивается наличием в эритроцитах особого фермента – карбоангидразы, катализирующего реакции трансформации СО2 и Н2О в углекислоту (Н2СО3), а также мощными системами трансмембранного обмена анионами. При понижении концентрации СО2 в эритроцитах возникает отрицательный заряд Нв, что приводит к уменьшению содержания внутриклеточной воды, а при увеличении содержания СО2 в эритроцитах – они набухают. Известно, что осмотическое давление в эритроцитах несколько выше, чем в плазме крови, что связанно с высокой внутриклеточной концентрацией белков по сравнению с плазмой крови. При этом содержание низкомолекулярных осмотически активных веществ (ионов натрия) в эритроцитах значительно меньше, чем в плазме крови. Величина осмотического давления в эритроцитах обеспечивает достаточный или нормальный тургор этих клеток. Осмотическое давление плазмы и эритроцитов в условиях нормы находится в динамическом равновесии, что обуславливает стабильность структуры эритроцитов. При помещении эритроцитов в коллоидноосмотическую среду с более низким осмотическим давлением (гипотонические растворы) может наступить осмотический или коллоидноосмотический гемолиз. Последний обусловлен тем, что вода поступает в эритроциты до того момента, пока не разрывается мембрана и гемоглобин выходит в окружающую среду. В умеренногипотонической среде эритроциты приобретают сферическую форму, их называют в связи с этим сфероцитами. Способность эритроцитов сохранять свою структуру при развитии гипоосмотических состояний или в гипоосмотической среде получила название осмотической устойчивости, или резистентности эритроцитов. Верхняя граница резистентности или максимальная устойчивость эритроцитов соответствует примерно 0,5–0,4% раствора хлорида натрия. При помещении эритроцитов в гипертоническую среду происходит их сморщивание в связи с потерей воды и уменьшением объема (Бессонова С.В., 2004; Липунова Е.А., Скоркина М.Ю., 2004). 

Эритроцитам свойственна способность к оседанию. Удельная масса цельной крови в норме оставляет в среднем 1,05–1,06. Удельная масса эритроцитов (1,085–1,096) выше, чем плазмы крови (1,02–1,027), поэтому эритроциты в пробирке с кровью, лишенной возможности свертываться, способны медленно оседать на дно. Скорость оседания эритроцитов в значительной мере определяется белковым составом плазмы крови, в частности уровнем мелкодисперсных белков-альбуминов. В связи с этим важная роль в обеспечении величины СОЭ отводится соотношению альбуминово-глобулиновых фракций белков крови. При некоторых патологических процессах и заболеваниях, а также во второй половине беременности СОЭ повышается, так как увеличивается содержание в крови грубодисперсных белков глобулиновой фракции, получивших название аггломеринов, а также за счет усиления образования фибриногена. При замедлении скорости кровотока и повышении вязкости крови эритроциты проявляют способность к агрегации. Вначале агрегация носит обратимый характер, при этом образуются ложные агрегаты, или монетные столбики. В случае быстрого восстановления кровотока они распадаются на полноценные клетки с сохраненной мембраной и внутриклеточной структурой. Пластичность или деформируемость – это способность эритроцитов к обратимой деформации при прохождении через узкие извитые капилляры, микропоры. Данное свойство определяется особенностями структуры мембраны эритроциты, наличием в ней особого белка спектрина (Конев С.В., 1987). 

1.4. Метаболические особенности эритроцитов

После выхода из костного мозга эритроциты теряют свое ядро, рибосомы и митохондрии и соответственно способность к делению, синтезу белка и окислительному метаболизму, связанному с митохондриями (Липунова Е.А., Скоркина М.Ю., 2004). Эритроцит не воспроизводит De novo нуклеиноыве кислотиы и липиды. 
Эритроцит является метаболически активной клеткой и содержит более 40 различных ферментов. Энергетическое обеспечение эритроцита осуществляется за счет утилизации глюкозы в реакциях анаэробного гликолиза. Эффективность гликолиза характеризуется образованием двух молекул АТФ на одну молекулу глюкозы, однако это небольшое количество энергии обеспечивает эритроциту выполнение всех его функций.

Основная доля энергии АТФ расходуется в эритроцитах на транспорт ионов, функционирование АТФ-азных систем и поддержание электролитного баланса клетки. АТФ служит донором фосфата для протеинкиназных реакций осуществляющих фосфорилирование мембранных белков. Повышение содержания АТФ в эритроците ведет к фосфорилированию спектрина, анкирина и белка полосы 4.1, ослабляя белок-белковые взаимодействия. Истощение эритроцитов по АТФ ведет за собой усиление белок-белковых взаимодействий. 

Варьирование внутриэритроцитарного содержания АТФ не изменяет упорядоченности фосфолипидов в мембране, но их подвижность максимальна при высоких концентрациях АТФ. В эритроцитах, истощенных по АТФ, подвижность липидов минимальна. Макроэргические фосфатные связи АТФ необходимы также и для инициации реакций гликолиза и пентозофосфатного цикла (Бойтлер Э, 1981).

Наиболее важные реакции гликолиза протекают с участием ферментов: гексокиназы, фосфофруктокиназы и пируваткиназы. Отличительной особенностью гликолиза в эритроцитах по сравнению с другими клетками является выработка значительного количества 2,3-дифосфоглицериновой кислоты (2,3-ДФГ), регулирующей кислородосвязывающую функцию гемоглобина (Иржак Л.И., 1979; Зинчук В.В., 2001).

Конечный продукт анаэробного гликолиза лактат выходит в плазму крови и используется в других клетках, прежде всего гепатоцитах. 

Важная особенность анаэробного гликолиза в эритроцитах по сравнению с другими клетками - присутствие в них фермента дифосфоглицератмутазы, катализирующей образование 2,3-ДФГ из 1,3-ДФГ. Концентрация 2,3-ДФГ равна концентрации гемоглобина и в три-четыре раза выше содержания АТФ. Образующийся только в эритроцитах, 2,3-ДФГ служит важным аллостерическим регулятором связывания кислорода гемоглобином. Кроме того, увеличение 2,3-ДФГ определяет увеличение подвижности белков мембраны эритроцитов и сопровождается диссоциацией спектрина и увеличением площади поверхности клеток [26].

Кроме гликолиза в эритроцитах происходит прямое окисление глюкозы в пентозофосфатном цикле, на долю которого приходится 10–11% всего энергетического метаболизма клетки. Ключевыми ферментами пентозофосфатного цикла являются глюкозо-6-фосфат-дегидротеназа, 6-фосфоглюконатдегидрогеназа. В процессе пентозофосфатного окисления глюкозы образуется восстановленная форма кофермента НАДФ, использующаяся для восстановления окисленного глутатиона – основного компонента антиоксидантной системы эритроцитаи метHb в Hb (Бобровская М. К. с соавт., 2010).
Главной функциональной группой глутатиона является сульфгидрильная группа, водород которой обеспечивает нейтрализацию органических и неорганических окислителей, действующих на мембрану эритроцита, изащищает липиды мембраны от свободнорадикального окисления.

В процессе диссоциации оксигемоглобина железо гемоглобина приобретает 2-х валентное ферросостояние. В ряде случаев О2 отрывается в виде супероксиданионрадикала, забирает один электрон у железа и превращает гемоглобин в метгемоглобин. В присутствии  восстановленного глютатиона и аскорбиновой кислоты метгемоглобин восстанавливается до гемоглобина.

В условиях недостаточности энергообеспечения эритроцитов при нарушении активности гликолитических ферментов, а также ферментов пентозофосфатного окисления глюкозы возникает дестабилизация эритроцитарной мембраны, изменение формы эритроцита и гемолиз.

Лишенный глюкозы эритроцит деградирует, переходит в эхиноцит, сфероцит и затем подвергается осмотическому лизису, поскольку теряет способность поддерживать градиент натрия и калия, в то же время накапливает окисленный глутатион и метгемоглобин в условиях окислительного стресса (Чеснокова Н. П., с соавт., 2015).

Поддержание высокого внутриклеточного уровня глутатиона позволяет защитить сульфгидрильные группы гемоглобина (Hb) и белков мембраны эритроцитов от окисления. При нарушении работы пентозофосфатного цикла и глутатионовой системы усиливается разрушение эритроцита, связанное с перекисным окислением липидов (ПОЛ) мембран. Эритроциты весьма чувствительны к ПОЛ. Это связано с тем, что в эритроцитах богатая кислородом среда, богатый железом Hb и в составе фосфолипидов мембран много полиненасыщенных жирных кислот, что увеличивает чувствительность красных клеток к перекисному повреждению (Коржуев П.А., 1987; Çimen M.Y., 2008). 

Внутриэритроцитарная концентрация оксиHb составляет примерно 5 мМ и даже небольшая скорость его аутоокисления может производить значительные количества активных форм кислорода (АФК) (Johnson R. M. et al., 2005). Окислительный стресс может быть достаточным, чтобы повредить сам эритроцит, а, учитывая тот факт, что эритроциты составляют 40% от объема крови, АФК утекающие из них, могут потенциально повредить другие компоненты системы циркуляции. АФК инициируют реакции ПОЛ, что приводит к потере целостности мембраны и гибели клеток (Baynes J.W., 2005). Малоновый диальдегид (MДA), высоко реактивная бифункциональная молекула, является конечным продуктом ПОЛ мембраны. Установлено, что MДA образует сшивки между фосфолипидами и белками мембран эритроцитов (Дубинина Е. Е., 2006). Результатом активации ПОЛ является увеличение пассивной проницаемости для ионов калия и натрия и нарушение осмотического баланса в эритроците, что снижает продолжительность жизни этих клеток. ПОЛ в мембранах нарушает избирательную проницаемость и реологические свойства клеток (Çimen M.Y., 2008). Накопление МДА может повлиять на транспорт анионов и функции белка полосы 3, а также на глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназу и фосфофруктокиназу (Dumaswala U.J. et al., 1999). 

В эритроците существуют защитные механизмы, направленные на перехват, нейтрализацию и блокирование образования АФК, а также связывание металлов переменной валентности. Это осуществляет антиоксидантная система, состоящая из ферментативных и неферментных путей (Masella R. et al., 2005). Ферментами, участвующими в предотвращении окислительных повреждений в эритроцитах, являются супероксиддисмутаза (СОД), каталаза, глутатионпероксидаза (ГПО), глутатионредуктаза и НАДН-метHb-редуктаза (Te-len M. J., Kaufman R. E., 1999). 

СОД является широко распространенным металл-содержащим ферментом, который конвертирует супероксиданион в O2 и Н2О2 (Al-Omar M.A. et al., 2004, Sheng Y. et al., 2014). В эритроцитах из-за отсутствия митохондрий цитоплазматическая Cu, Zn-СОД играет гораздо более важную роль. 

В норме Н2О2 образуется в ходе метаболических процессов. В эритроцитах существают две высокоактивные ферментные системы, катализирующие процесс нейтрализации H2O2: ГПО и каталаза (Scott M.D. et al., 1991). Низкие концентрации H2O2 (10-9 М) удаляются ГПО при участи GSH, в ходе которого образуется окисленный глутатион (GSSG) и вода (Al-Omar M.A. et al., 2004). 

Каталаза катализирует реакцию расщепления Н2О2 при высоких ее концентрациях, поскольку значение ее Km для Н2О2 лежит в миллимолярной области (Fridovich J., 1998; Kodydková J. et al., 2014). Она с огромной скоростью (число оборотов более 107 с-1, константа скорости 4·107 М-1 с-1) превращает Н2О2 в кислород и воду. 

Считают, что глутатионпероксидаза играет важную роль в нейтрализации H2O2, образующееся в эритроцитах при аутоокислении Hb, в то время как каталаза играет более важную роль в защите клеток от H2O2, поступающей в высоких концентрациях извне (Çimen M.Y., 2008). 

В эритроцитах имеются также пероксиредоксины – тиолсодержащие ферменты, которые способны к детоксикации пероксида водорода и пероксинитрита (Low F.M. et al., 2007). Пероксиредоксины способны восстанавливать гидропероксиды при участии восстановленной тиоловой группы. В комбинации с каталазой и ГПО пероксиредоксин 2 составляют эффективную систему для утилизации пероксида водорода, образующегося в низких концентрациях при аутоокислении Hb. 

Основным низкомолекулярным антиоксидантом является глутатион (GSH), который защищает такие важные белки, как спектрин, окисление которого может привести к увеличению жесткости мембраны (Carroll J. et al., 2006). GSH не только участвует в антиоксидантной защите, но и является важным сульфгидрильным буфером, поддерживающим SH-группы Hb и ферментов в восстановленном состоянии (Baynes J.W., 2005). Показано, что повышение в эритроцитах эндогенных антиоксидантных резервов, особенно GSH, обеспечивает защиту клеток от повреждения, вызванного окислительным стрессом (Dumaswala U.J. et al., 2001). 

Важным компонентом мембраны эритроцитов является α-токоферол, который обменивается с витамином Е плазмы. Этот витамин является наиболее важным ингибитором свободнорадикальных цепных реакций ПОЛ у животных и человека, важнейшим фактором антиоксидантной защиты мембран (Packer L. et al., 2001; Mustacich D.J. et al., 2007). Витамин Е защищает мембраны от избыточного ПОЛ за счет очень высокой антирадикальной активности. 

α-Токоферол также принимает участие в стабилизации липидного состава и физического состояния бислоя (фактор структурной стабилизации мембран) и защите от повреждений, вызванной продуктами гидролиза фосфолипидов под действием фосфолипазы А2 (Howard A.C. et al., 2011; Rizvi S. et al., 2014). 

1.5. Типовые нарушения мембраны эритроцитов при различных патологиях

Накопленные к настоящему времени данные позволяют утверждать, что эритроциты вовлекаются в патологический процесс не только при гематологических заболеваниях, но и претерпевают серьезные изменения структуры и функции при патологии разного генеза (Артемов Н.М., 1969; Биленко М.В., 1989;  Бирюкова Л.С., Пурло Н.В., Козинец Г.И., 2003; Блума Р.К. Калния И.Э., Иванова С.М., 1992; Богородская С.Л., Клинова С.Н., Голубев С.С., 2011; Болдырев А.А. 1985; Болдырев А.А., 1997; Василенко И.А., Боровягин В.Л., 1990; Lang F., Busch G.L., Volkl H., 1998). 

Обнаруженные однонаправленные изменения мембраны красных кровяных клеток при патологии разного генеза, что свидетельствует о закрепленной универсальности реагирования плазматических мембран (на модели мембраны эритроцитов) на разнообразные патологические воздействия. 

Влияние разных патогенных факторов приводит к запуску типовых механизмов модификации плазматических мембран

Воздействие на клетки тканей и органов разных повреждающих факторов (токсические соединения, свободные радикалы, продукты липидной перок-сидации, гипергликемия и т.д.) вызывает запуск универсального ответа вследствие действия сходных молекулярных механизмов повреждения при различных причинах, его вызвавших. К их числу относятся, прежде всего, интенсификация ПОЛ, окислительная модификация белковых молекул, активация эндогенных фосфолипаз и протеаз, снижение активности системы антиоксидантной защиты клетки. Инициация этих механизмов сопровождается неспецифическими изменениями структуры и функции клеточных мембран (Биленко М.В., 1989; Блума Р.К. Калния И.Э., Иванова С.М., 1992; Высокогорский В.Е., Ефременко Е.С., Грицаев И.Е., 2006; Гаркави Л.Х., 2006).

Наиболее тяжелые последствия для клетки вызывает повреждение липидного бислоя мембраны вследствие активации процессов ПОЛ, действия мембранных фосфолипаз, механического (осмотического) растяжения мембраны, адсорбции на липидном слое полиэлектролитов, включая некоторые белки и пептиды. Процессу ПОЛ отводится роль механизма, обеспечивающего доступность липидных и белковых компонентов для действия фосфолипаз и протеаз. Активация ПОЛ затрагивает важнейшие физико-химические свойства мембран — проницаемость, вязкость, фазовое состояние (Андреев А.Ю., Кушнарева А.А., Старков Ю.Е., 2006). Усиление ПОЛ клеточных мембран приводит к уплотнению либо деструкции липидного бислоя, повышению его микровязкости, сокращению площади белок-липидных контактов, нарушению функциональной активности ферментов, изменению мембранной проницаемости и поверхностного заряда, нарушению функционального состояния мембрано-рецепторного комплекса. Процесс ПОЛ играет роль механизма, обеспечивающего доступность липидно-белковых компонентов мембран клеток соответственно для фосфолипаз и протеаз. Возникает «порочный круг»: патогенный фактор (например, недостаток О2) нарушает энергетический обмен и стимулирует свободнорадикальные процессы в клетке, а активация свободнорадикального окисления приводит к повреждению мембран и усугубляет дефицит энергии. Таким образом, отмечается уменьшение уровня макроэргов, накопление в клетках ионов Са2+, так как снижение уровня АТФ приводит к выключению ионных насосов и поступлению ионов кальция из межклеточной среды, а также активация мембраносвязанных фосфолипаз, гидролиз части фосфолипидов, увеличение проницаемости мембран (Андреев А.Ю., Кушнарева А.А., Старков Ю.Е., 2006; Богородская С.Л., Клинова С.Н., Голубев С.С., 2011). 

Течение свободнорацикальных реакций в липидной компоненте мембраны контролируется структурным состоянием мембранных белков. Структурное же состояние мембранных липидов, напротив, определяет ход свободнорадикальных реакций в мембранных белках. В свою очередь, активация ПОЛ индуцирует изменение молекулярной структуры мембраны клеток: нарушаются липид-липидные, а также липид-белковые взаимодействия, изменяется активность мембраносвязанных энзимов, в частности, Na+,K+-АТФазы (Алесенко А.В с соавт., 1998; Андреев А.Ю., Кушнарева А.А., Старков Ю.Е., 2005; Анисимова А.В., Кузин В.М., Колесникова Т.И.. с соавт., 2006; Аношина М.Ю., Перехрестенко Т.П., Яговдик М.В., 2006; Балчугов В.А., Полякова А.Г., Анисимов С.И., 2002). 

Дезорганизация липидного матрикса мембраны может быть обусловлена внутриклеточной аккумуляцией ионов кальция. При этом не исключается прямое взаимодействие Са2+ с липидными молекулами (Анисимова А.В., Кузин В.М., Колесникова Т.И. с соавт., 2006). С другой стороны, увеличение концентрации Са2+ приводит к активации Са-зависимой фосфолипазы А результатом действия которой является накопление в мембранах лизофракций фосфолипидов и свободных жирных кислот. Все это, а также угнетение аминофосфолипидной транслоказы и активирование фосфолипидной скрамблазы, закономерные в условиях накопления в клетке кальция, нарушает характерную для нормы трансбислойную асимметрию фосфолипидов, индуцируя, в частности, Са-зависимый переход фосфати-дилсерина и фосфатидилэтаноламина во внешний монослой мембраны (Геннис Р., 1997).

Установлено, что при активации перекисного окисления липидов и нарушении антиоксидантной защиты клеток основными мишенями гидроксильных радикалов служат липиды мембраны и нуклеиновые кислоты. Однако механизм повреждающего действия свободных радикалов в ряде случаев может быть связан и с окислительной модификацией клеточных, в том числе мембранных, белков (Анисимова А.В., Кузин В.М., Колесникова Т.И.. с соавт., 2006). Окислительная модификация полипептидов сопровождается либо образованием белковых агрегатов за счет межмолекулярных связей, в частности дисульфидных, либо фрагментацией белков с распадом на низкомолекулярные компоненты. Измененные таким образом структуры белков становятся более подверженными протеолитической деградации. Возрастание активности протеаз происходит при участии различных регуляторных факторов, таких, например, как ионы кальция. Рассогласованность функционирования сложной системы Са-связывающих и Са-транспортирующих механизмов закономерно приводит к нарушению внутриклеточного кальциевого гомеостаза, вызывая искажение регуляторной функции Са2+ с множественными патологическими изменениями и необратимыми метаболическими сдвигами, губительными для клетки. Модулирующее действие на активность Са2+-АТФазы оказывают фосфолипиды (особенно фосфатидилинозитолы), различные ионы, цАМФ-зависимая протеинкиназа и протеинкиназа С, ограниченный протеолиз (Анисимова А.В., Кузин В.М., Колесникова Т.И. с соавт., 2006.). Кроме того, приобретаемое клетками при дисфункции Са-АТФазы повышенное содержание кальция является причиной увеличения активности целого комплекса ферментных систем, активируемых Са2+, включая Са-зависимые протеазы, интенсификация которых способствует деградации белков. При физиологических концентрациях кальция основная роль в регуляции состояния белков клеточной мембраны отводится реакциям фосфорилирования — дефосфорилирования. Нарушение фосфорилирования чаще всего связано с изменением первичной структуры белков, сниженной активностью протеинкиназ, а также недостатком АТФ. Модификация белковых компонентов сопровождается изменениями организации мембраны, в том числе и нарушением подвижности мембранных полипептидов, повышенной чувствительностью белков к протеолизу и конформационным изменениям.

Таким образом, очевидно, что развитие различных по патогенезу патологических процессов и состояний сопровождается молекулярными изменениями плазматических мембран клеток, являющихся как непосредственной мишенью повреждающего действия патогенных факторов, так и вовлеченных в патологический процесс в связи с инициацией универсальных механизмов повреждения клетки (дефицит энергопродукции, интенсификация процессов свободнорадикального окисления, активация фосфолипаз, протеаз, нарушение ионного гомеостаза и др.). Сложность установления причинно-следственных связей между различными параметрами, характеризующими состояние мембран и метаболизм клеток, а также оценки удельного веса отдельных молекулярных механизмов в реализации мембранодеструктивных процессов обусловлены тесной взаимосвязью данных факторов между собой. (Новицкий В. В. с соавт., 2006). 
Регистрация подобных изменений физическими методами способна дать информацию о происходящих процессах, что, в частности, может использоваться и для медицинской диагностики. В наши дни активно развиваются оптические методы диагностики, основное достоинство которых – возможность определять состояние клеток в реальном времени.

Часть 2. Интерференционная микроскопия
Новые перспективы в изучении клеточных процессов появились в связи с разработкой интерференционных методов оптической микроскопии (Ikeda T., Popescu G., Dasari R.R.., 2005; Park Y., Popescu G., Badizadegan K. et al., 2006; Lue N., Popescu G., Ikeda T. et al., 2006;  Popescu G., Badizadegan K., Dasari R.R., et al., 2006; Вест Ч., 1982; Метелин В.Б., Минаев В.Л., Валов А.Л. с соавт., 2003; Левин Г.Г., Ковалев А.А., Минаев В.Л. с соавт., 2004; Левин Г.Г., Булыгин Ф.В., Вишняков Г.Н., 2005; Власов Н.Г., 1999; Vishnyakov G.N., Levin G.G., Minaev V.L. et al., 2004; Vishnyakov G.N., Levin G.G., Zakerian C.S. et al., 1998; Vishnyakov G.N., Levin G.G., Zakerian C.S., 1997; Vishnyakov G.N., Levin G.G., 1998). Высокое пространственное разрешение, количественный характер получаемой информации и отсутствие необходимости применения дорогостоящих красителей позволяют использовать эти методы в качестве универсального инструмента для исследования оптических и динамических свойств живой клетки (Park Y., Popescu G., Badizadegan K. et al., 2006).

Важная особенность интерференционных методов заключается в том, что регистрируемая величина оптической разности хода (ОРХ) лучей в интерферометре позволяет получать количественную информацию об объемном распределении показателя преломления объекта и его морфологии. 

В настоящем разделе рассмотрены основные интерференционные приборы, на которых выполняется значительное число работ в области медико–биологических исследований. 

2.1. Исследование динамически активных областей эритроцитов методом Гильберт-фазовой микроскопии
Гильберт-фазовая микроскопия (Hilbert Phase Microscopy, HPM) –  техника получения и исследования количественных фазовых изображений оптически прозрачных объектов с высоким латеральным разрешением (Ikeda T., Popescu G., Dasari R.R., 2005; Park Y., Popescu G., Badizadegan K. et al., 2006; Popescu G., Badizadegan K., Dasari R.R. et al., 2006). Благодаря своему одношаговому алгоритму, HPM применяется для исследования быстрых явлений и процессов, которые имеют место в прозрачных биологических структурах, таких как клетки крови и тканей. Возможности этой техники для изучения биологических систем демонстрируется на примере измерения эритроцитов, а ее возможности для количественного анализа динамических процессов миллисекундного масштаба иллюстрируются на измерении испарения микронных водяных капель.

Комплексная аналитическая интерпретация меняющихся во времени полей находит свое применение в оптике. В частности, преобразование Гильберта, отражающее соотношение между действительными и мнимыми частями комплексного аналитического сигнала используется для восстановления сдвигов фазы из единичной интерферограммы и анализа структуры интерференционных полос. В HPM частота получения единичных фазовых изображений ограниченна только частотой записывающего устройства (ПЗС камеры). Вдобавок, HPM по своей природе позволяет избежать восстановления скачков фазы, что облегчает изучение фазовых объектов много больших чем длина волны света.

Схема экспериментальной установки, описанной в работе (Ikeda T., Popescu G., Dasari R.R., 2005), приведена на рисунке 2 в качестве источника когерентного излучения в интерферометре Маха-Цендера используется He-Ne лазер. В каждом плече интерферометра расположены две идентичные телескопические системы с двадцатикратным увеличением. ПЗС камера расположена в Фурье плоскости линзы, где формируется увеличенное поле предмета. Опорное поле немного наклонено по отношению к объектному пучку таким образом, чтобы создать равномерную структуру интерференционных полос, ориентированную под 45 по отношению к осям x и y ПЗС камеры. Используется ПЗС камера со скоростью работы 291 кадр в секунду при полном разрешении 640х480 пикс. 
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Рис. 2. Схема экспериментальной установки
Для произвольного образца пространственное распределение интенсивности в плоскости изображения имеет вид:
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Где Ir и Is интенсивности в опорном и объектном плечах интерферометра, q - пространственная частота полос,  - фаза, связанная с объектом, представляющая количественный интерес в эксперименте. Для прозрачных объектов Is(x) имеет слабую зависимость от x. При помощи настройки увеличения системы можно выбрать частоту q близкую или превышающую максимальную частоту интерференционных полос, ограниченную числовой апертурой объектива, поэтому фундаментальное дифракционное разрешение разрешающей способности сохраняется. Интерференционный член 
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может быть выделен при помощи высокочастотной Фурье фильтрации. Из этого следует, что комплексный аналитический сигнал, связанный с действительной функцией u(x) может быть получен как
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В равенстве (2) мнимая часть первого выражения для главного значения интеграла, легко идентифицируется как преобразование Гильберта для u(x). Поэтому фаза, связанная с комплексным аналитическим сигналом z вычисляется как 
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Так как частота q выше, чем пространственная частота содержимого объекта, процедура восстановления скачков фазы работает эффективнее. И наконец, фаза связанная с объектом просто выражается как ф(х)=Ф(х)-qx.
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Рис.3. Исходное амплитудное изображение объекта (a); интерферограммы (b)(c), скачки фазы, полученные в результате наклона волнового фронта (d), восстановление скачков фазы по всему полю (e), количественное фазовое изображение (f), полученное после вычитания наклона, поперечное сечение фазового изображения (g). HPM изображение мазка крови при 40х увеличении (h).

Высокая скорость работы используемой ПЗС камеры, позволяет локализовать области метаболической активности отдельного эритроцита крови человека (Park Y., Popescu G., Badizadegan K. et al., 2006). На рисунке 4 (а) показан фазовый портрет эритроцита, на рисунке 4 (b) приведены изменения фазы в точках А, В и С фазового портрета, сплошной синей линией показаны средние флуктуации толщины клетки. На рисунке 4 (с) показана карта распределения частот, на которой четко видно, что колебания имеют место преимущественно в районах внутренней и внешней мембраны эритроцита. 
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Рис.4 - (а) Фазовое изображение эритроцита, (b) временные флуктуации фазовой толщины соответствующие выделенным точкам в (а); соответствующее среднеквадратичное отклонение . Сплошная линия показывает средние флуктуации толщины клетки. (c) Карта средних частот флуктуаций вычисленные с помощью измеренного спектра мощности мембранных флуктуаций. Цветовая шкала показывает среднюю частоту в обратных минутах. Высокие значения на краях клетки вызваны поперечными колебаниями самой клетки. (d) усредненная частотная карта области, показанной на рисунке 4 (а).

Таким образом: метод Гильберт-фазовой микроскопии идеально подходит для регистрации динамики клетки в широком диапазоне частот 0,1- 130 Гц, однако разрешающая способность метода ограничена пространственной частотой интерференционных полос, что ограничивает использование метода для исследования динамики клеточных органелл субмикронного масштаба, а также интерпретацию полученных результатов. Более того, вертикальное разрешение описанной выше реализации метода HPM ограничено 10 битной ПЗС камерой и не превышает 1,2 нм. Это ограничивает его применение при исследовании динамических процессов отражающихся в слабом изменении показателя преломления, например при окислении гемоглобина. 
2.2. Оптическая когерентная томография клеток крови
Одним из классических методов интерференционной микроскопии является оптическая когерентная томография (Popescu G., Badizadegan K., Dasari R.R. et al., 2006;  Вест Ч., 1982; Метелин В.Б., Минаев В.Л., Валов А.Л., с соавт., 2003; Левин Г.Г., Ковалев А.А., Минаев В.Л. с соавт., 2004; Левин Г.Г., Булыгин Ф.В., Вишняков Г.Н., 2005; Власов Н.Г., 1999; Vishnyakov G.N., Levin G.G., Minaev V.L. et al., 2004; Vishnyakov G.N., Levin G.G., Zakerian C.S. et al., 1998; Vishnyakov G.N., Levin G.G., Zakerian C.S., 1997; Vishnyakov G.N., Levin G.G., 1998;  Carol J. Cogswell, Kieran G.Larkin, Hanno U. Klemm, 1996).

Суть метода заключается в следующем: получаемую на микроскопе интерферограмму можно записать в виде следующего уравнения (1):
	[image: image9.png]I(e,y) = L(x,p) + L(x,») + 24/ (5, 9) - 1, (x, ) - cos@afyx + ©(x, y))



,
	(1)


где I(x,y) - регистрируемое с помощью камеры распределение интенсивности интерференционной картины; I1(x,y) I2(x,y)-интенсивности предметного и опорного каналов; f0 – частота полос; Ф(x,y) –фазовый набег (ОРХ) на исследуемом объекте, являющейся искомой величиной.

Обозначим A(x,y)=I1(x,y)+I2(x,y), B(x,y)=2[image: image10.png]L) L(xy)



 и перепишем (1) в виде (2):
	[image: image11.png]I(x,y) = Alx,y) + B(x,y) - cosRafyx + O(x,y))



.
	(2)


Для нахождения функции Ф(x,y) требуется решить уравнение (2), т.е. перейти к решению четырех уравнений, для различных значений фазового сдвига [image: image12.png]


 (N=0, 1, 2, 3) [image: image13.png]


, - длина волны излучения
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,
	(3)


а параметры A(x,y), B(x,y), d и Ф(x,y) выступают как неизвестные. Это и есть суть метода фазовых шагов (алгоритм Carre).

Фазовый сдвиг вносится с помощью пьезозеркала, находящегося в опорном канале и управляемом от ПЭВМ. Алгоритм фазовых шагов – самокалибрующийся, величина d также является неизвестной. Важно лишь то, чтобы она была постоянной для каждого шага.

В результате имеется система из 4-х уравнений:
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Iy(x,9) = Alx, y) + B(x, y) cos(D(x, y +3kd)



.
	(4)


Исключая последовательно неизвестные A(x,y), B(x,y), d, находим выражение для разности фаз:
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.
	(5)


Функция арктангенс (5) определена в интервале [-π/2; π/2]. Знаки синуса и косинуса фазы, определяемые из уравнений (4) позволяют однозначно определить фазу в интервале [-π; π]. Однако, в тех случаях, когда искривление волнового фронта превышает 2π, распределение фазы определяется с точностью [image: image17.png]


, где [image: image18.png]n=11,+243,




и т.д. 

Основанные на этом принципе автоматизированные интерференционный микроскопы на базе микроинтерферометра Линника предназначены для визуальной оценки и измерения параметров шероховатости отражающих объектов (рис. 5). 

Важным достоинством этого интерферометра является возможность работы с широким источником пространственно-некогерентного монохроматического излучения. 

Это свойство приводит к значительному уменьшению когерентных шумов и улучшению, по сравнению с интерферометрами с точечными источниками света, качества получаемых изображений.

К основным недостаткам относятся: сложности работы и настройки в белом и квазимонохроматическом свете, отсутствие видеорегистрации изображений, расшифровка интерферограмм производится оператором вручную. Это накладывает известные ограничения на точность и время измерений.
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Рис.5.Автоматизированный интерференционный микроскоп
1- автоматизированный двухкоординатный предметный стол;2- опорное зеркало на пьезоэлементе; 3,5 - ПЗС-камеры; 4 - микроинтерферометр МИИ-4; 6 - лазерный осветитель с низкой пространственной когерентностью.

Наиболее интересным применением автоматизированного интерференционного микроскопа являются биологические исследования. Наличие интерференционного контраста позволяет изучать живые неокрашенные клетки. К биологическим применениям микроскопа относятся: морфометрические исследования биологических объектов (Вест Ч., 1982.), оценка состояния популяции клеток, измерение сухого веса клеток (Метелин В.Б., Минаев В.Л., Валов А.Л. с соавт., 2003), измерение параметров двулучепреломления (Левин Г.Г., Ковалев А.А., Минаев В.Л. с соавт,. 2004), динамические фазовые измерения (Левин Г.Г., Булыгин Ф.В., Вишняков Г.Н., 2005).

На рисунке 6 представлено фазовое изображение эритроцита с параметрами сухого веса и морфометрии: эффективный радиус 4,3 мкм, площадь 58,7 мкм2, масса сухого вещества 48,3 пг.
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Рис. 6. Фазовое изображение эритроцита с параметрами сухого веса и морфометрии
Особенность интерференционной вычислительной микротомографии заключается в решении технически сложной задачи встраивания системы сбора проекционных данных в интерференционный микроскоп (Левин Г.Г., Булыгин Ф.В., Вишняков Г.Н., 2005). Зондирование объекта может осуществлять либо параллельным пучком света, либо расходящимся (коническим). В первом случае формируются параллельные проекции, а во втором – конические.

Возможные следующие варианты зондирования (рис. 7):

- поворот пучка зондирующего излучения относительно неподвижного объекта; 

- вращение (наклон) объекта относительно неподвижного пучка зондирующего излучения. 

Особенностью томографического микроскопа на основе схемы Линника является то, что эта схема обеспечивает большую числовую апертуру. Угол зондирования с иммерсионным объективом достигал 90º. Для сбора проекционных данных использовалось наклонное освещение с разных ракурсов, достигаемое за смещения точечного источника в плоскости апертурной диафрагмы микроскопа (рис. 8). В результате объект зондировался параллельным пучком по двумерной траектории (8 д). Для реконструкции фазы использовался метод фазовых шагов (Vishnyakov G.N., Levin G.G., Zakerian C.S. et al., 1998), а для томографической реконструкции итерационный алгоритм СART.



Рис.7. Схемы зондирования в микроскопии:

(a, б, c) со сканированием пучка зондирующего излучения относительно неподвижного объекта; 

(г, д) cхемы с движением объекта относительно неподвижного пучка зондирующего излучения.
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Рис. 8.  Томографический микроскоп Линника:

1 - лазер;

2,3 - сканирующее устройство;

4 - светоделитель;

5,8 - микрообъективы;

6 - покровное стекло;

7 - предметное зеркало;

9 - пьезоэлемент;

10 - линза;

11 - ПЗС-камера; 

12 - ПЭВМ;

13 - препарат;

14 - диффузор;

15 - светофильтр.

На рисунке 9 (а) приведены проекции лимфоцита и реконструированная томограмма лимфоцита 9 (б). 

Преимущества описанного выше метода заключается в возможности получения высококачественных томографических изображений отдельной клетки, однако процесс записи промежуточных интерференционных изображений, равно как и восстановления  томографических изображений требует достаточно высокой квалификации оператора и занимает порядка 30 мин, что существенно ограничивает возможности применения метода в неспециализированных исследовательских лабораториях и клинической практике.      
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Рис.9. а - проекции лимфоцита, б - томограммы лимфоцита.

2.3.  Исследование фликкера эритроцитов методом динамической микрофотометрии
Фликкер эритроцитов (ФЭ) представляет собой спонтанные низкочастотные изгибные колебания клеточной мембраны. Колебания формы возникают под действием высокочастотного электрического поля (1-2 МГц) с низкочастотной амплитудной модуляцией. Частотные спектры ФЭ измерялись для отдельных эритроцитов и для агрегатов типа монетных столбиков в диапазоне 0.03-500 Гц (Кононенко В.Л., 2009; Кононенко В.Л., Шимкус Я.К., 1999).

Исследование проведено с помощью серийного микроскопа MPV3 “Leitz”, который был модифицирован для обеспечения динамического фотометрирования клеток (Кононенко В.Л., Шимкус Я.К., 1999). На место стандартного блока для возбуждения люминесценции препаратов был установлен гелий-неоновый лазер ЛГ-78 на юстируемом столике. Это позволило освещать препарат когерентным излучением лазера через наблюдательный объектив и реализовать оптический гетеродинный режим обратного рассеяния лазерного излучения. Сигнальный выход микроскопа-фотометра, стандартно связанный с управляющей ЭВМ, был параллельно соединён с входом цифрового анализатора частотного спектра сигнала СК4-72. Созданная в результате такой модификации установка для динамического микрофотометрирования схематически представлена на рисунке 10.
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Рис. 10. Блок-схема установки для динамического фотометрирования микрообъектов
1 – He-Ne лазер; 2 – полевые и измерительная диафрагмы; 3 – иллюминатор со светоделительной пластиной и поворотной головкой на 5 объективов; 4 – фото- либо видеокамера; 5 – фотометрический сопрягающий блок; 6 – фотоумножитель; 7 – блок ручного управления микроскопом; 8 – ЭВМ; 9 – видеотерминал ЭВМ; 10 – принтер; 11 – спектроанализатор.

Излучение лазера (показано на рисунке штрих-пунктиром) может быть направлено на объект как сверху, через светоделительную пластинку иллюминатора и наблюдательный объектив, так и снизу, через конденсор, при помощи поворотных зеркал (отмечены на рисунке дуговыми стрелками). 
[image: image26.wmf]
Рис. 11. Схема микрофотометрической регистрации фликкера мембраны в режимах фазового контраста (толстая стрелка) и отражательного лазерного зондирования (тонкие стрелки)
1 - объектив микроскопа; 2 - иммерсионное масло; 3, 7 - покровные стекла; 4 - проекция измерительной диафрагмы; 5 - физиологический раствор; 6 - эритроцит (пунктир - средний по времени, сплошная линия - мгновенный контур клетки). Справа – схематическое изображение контура дисковой модели эритроцита для симметричной (вверху) и антисимметричной (внизу) мод фликкера мембраны


Рис. 12.  Схематическое изображение микрокамеры и (в увеличенном масштабе) фотометрируемого эритроцита

1 – объектив микроскопа, 2 - покровные стёкла, 3 - эритроцит, 4 – конденсор.

Для измерений выбирали линейный “монетный столбик”, располагая проекцию измерительной диафрагмы на оси столбика. Плоскости симметрии эритроцитов, образующих столбик, были в том случае параллельны оптической оси микроскопа, а сигнал фликкера формировался колебаниями ободков этих эритроцитов (Кононенко В.Л., Шимкус Я.К., 1999; Кононенко В.Л., Шимкус Я.К., 2000;  Kononenko V.L., 1994;  Кононенко В.Л., 2007).

Важной особенностью являлось то, что вследствие хаотической природы фликкера получение статистически достоверного спектра требует последовательной регистрации и усреднение нескольких сотен индивидуальных временных выборок сигнала. 

Спектры измерялись двумя методами: путем регистрации спонтанных колебаний мембраны, индуцированных броуновским движением молекул в окружающей среде, и путем регистрации амплитудно-частотных характеристик вынужденных колебаний удлинения эритроцита под действием высокочастотного электрического поля с низкочастотной гармонической модуляцией амплитуды.
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Рис. 13. Спектры фликкера одиночного эритроцита измеренные в режиме светорассеяния (сверху) и фазового контраста (внизу) (а), спектры фликкера, записанные в режиме фазового контраста, для двух эритроцитов (сплошные и пунктирные лини) с разным размером измерительной диафрагмы (b).  

 Показано, что спектры колебаний, измеренные обоими методами, не содержат резонансных частот и монотонно убывают с ростом частоты. В двойном логарифмическом масштабе наклон амплитудных спектров непостоянен, в отличие от спектров, типичных для многих флуктуационных и колебательных систем. Он изменяется от -(0.4-0.6) в области ниже 10 Гц до -(0.8-1.2) в области выше 50 Гц (Kononenko V.L., 1994). 
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Рис. 14. Теоретические спектры фликкера (а): 1 – сумма всех режимов колебаний мембраны (спектр внутреннего фликкера); 2 – вклад вращательно симметричных режимов (симметричный и асимметричный режимы); 3 – вклад вращательно симметричных (симметричный режим). Сплошные линии для внутренней формы, пунктирные линии для инструментально искаженной формы для h = 4 мкм. Рассчитанные изменения амплитуды нулевой гармоники (сверху) и эффективная ширина спектра (внизу) фликкера при изменении осмотического давления в окружающей среде.

Таким образом, полученные экспериментальные данные, вместе с теоретическими оценками, доказывают отсутствие резонансных собственных колебаний формы нормальных эритроцитов человека.
2.4. Применение метода когерентной фазовой микроскопии для исследования динамики биологических объектов
Разработанный в МИРЭА когерентный фазовый микроскоп «Эйрискан» впервые продемонстрировал сверхразрешение (Тычинский В.П., 2001) методов интерференционной микроскопии и возможность их применения для фундаментальных биомедицинских исследований (Тычинский В.П., 2001;  Лопарев А.В., Кретушев А.В., Тычинский В.П., 2008; Тычинский В.П., 2008; Кретушев А.В., Тычинский В.П., 2002; Тычинский В.П., 2007; Tychinsky V.P., Kretushev A.V.,Vyshenskaya T.V., et al., 2004; Tychinsky V.P., Kretushev A.V., Vyshenskaya T. V., et al.,2005; Тычинский В.П.,  Кретушев А.В., Клемяшов И.В. с соавт., 2005; Чиссов В.И., Тычинский В.П., Волченко Н.Н. с соавт., 2006; Tychinsky V. P., Kretushev A.V., Klemyashov I.V. et al., 2006; Tychinsky V.P., 1989; Тычинский В.П., Тавров А.В., Шепельский Д.О. с соавт., 1991). 
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Рис. 15.  Схема когерентного фазового микроскопа Эйрискан
Для регистрации интерференционных сигналов и последующего получения фазовых изображений методом временных интервалов в когерентном фазовом микроскопе «Эйрискан» используется координатно-чувствительный фотоприемник (диссектор ЛИ-620) (Тычинский В.П., 2001;  Лопарев А.В., Кретушев А.В., Тычинский В.П., 2008). Скорость получения фазовых портретов определяется частотой модуляции пьезокерамики в опорном плече (1 кГц). Таким образом, время получения фазового портрета размером 128х128 пикселей составляет 14 с, а регистрация динамических изменений ОРХ возможна либо в точке, либо в сечении фазового портрета; при этом частота Найквиста (равная половине частоты дискретизации) зависит от размера выбранного сечения (рис. 15).

Микроскоп «Эйрискан» показал возможность измерения элементов структуры с большим градиентом высоты профиля и линейными размерами 25-40 нм, что соответствует превышению в 10-15 раз над Рэлеевским критерием (Тычинский В.П., 2008.). 

В работе (Тычинский В.П., 2008.) приведено исчерпывающее объяснение природы сверхразрешения в терминах сингулярной оптики. Показано, что критерий Рэлея и радиус Эйри 
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 не являются адекватными характеристиками пространственного разрешения в фазовых и в некоторых других функциональных изображениях. Это объясняется тем, что фазовые изображения имеют ряд особенностей, одной из которых является возможность появления дислокаций волнового фронта, зависящих от положения в пространстве так называемых сингулярных линий (I(x,y,z) = 0), в окрестности которых градиент фазы 
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 возрастает и интенсивность стремится к нулю. Эта зависимость градиента фазы использована для обоснования критерия разрешения в фазовых изображениях в виде минимального расстояния L, зависящего от отношения сигнал/шум (S/N), и формулы для энергозависимого сверхразрешения 
[image: image32.wmf]2

/

1

0

)

/

(

2

/

N

S

L

r

@

=

X

. 

[image: image33.emf][image: image34.emf]
Рис. 16. Пространственное разрешение в амплитудных изображениях и в окрестности сингулярной точки, (а) Классический критерий Рэлея — расстояние между максимумами в изображении двух некогерентных точечных источников равно R0 = 3,83, где 
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 используется как параметр разрешения в фазовых изображениях.
2.5.  Применение метода модуляционной интерференционной микроскопии для исследования внутриклеточных и мембранных процессов 
В работах (Vishnyakov G.N., Levin G.G, Minaev V.L. et al., 2004; Brazhe A.R., Brazhe N.A., Maksimov G.V. et al., 2007; Максимов Г.В. с соавт., 2002; Бриндикова Т.А., Новиков С.А., Шалыгин А.Н. с соавт., 2001; Ерохова Л.А., Новиков С.М., Лазарев Г.Л. c соавт., 2005; Sosnovtseva O.V., Pavlov A.N., Brazhe N.A. et al., 2005; Каюшин Л.П., Людковская Р.Г., 1954) методом модуляционной интерференционной микроскопии исследовали регулярные изменения профиля фазовой высоты (ПФВ) изолированных нейронов прудовика (Limnaea stagnalis). Получены спектры частот изменений ПФВ, свидетельствующие о наличии регулярных изменений оптической плотности и геометрии нейрона в исследуемом диапазоне от 0,3 до 16 Гц. В полученных для примембранной области нейрона спектрах преобладают низкие частоты, в отличие от спектров, получаемых при сканировании центра нейрона, где частоты присутствуют во всем исследуемом диапазоне. 
Техника эксперимента очень похожа на ту, которая использовалась в работах (Vishnyakov G.N., Levin G.G, Minaev V.L., et al., 2004; Brazhe A.R., Brazhe N.A., Maksimov G.V. et al., 2007; Максимов Г.В. с соавт., 2002.). На фазовом изображении выбирали интересующий участок нейрона и проводили линию, вдоль которой осуществлялось сканирование (рис. 17). 

В каждой точке линии проводили Фурье преобразование и получали график зависимости высоты колебаний фазового профиля от частоты. Изменения высоты фазового профиля рассматривались на интервале частот от 0 до 16 Гц. 

Показано, что в примембранной области клетки спектр частот изменений ПФВ, в отличие от центра клетки, был представлен двумя частотами 2,3 и 5,2 Гц. Данные частоты характерны для обеих исследуемых областей клетки, но их амплитуда в примембранной области клетки в 2-3 раза больше, чем в центральной. При сканировании на краю клетки захватываемый объем мембраны в 2-3 раза больше, чем при сканировании в центре клетки. Таким образом, частоты 2,3-5,2 Гц изменений ПФВ связаны с процессами, проходящими на мембране. Помимо этой группы частот также наблюдались частоты 2,2; 2,5; 2,8; 3,4 Гц, появление которых в спектрах носило нерегулярный характер.
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Рис. 17. Фазовые изображения нейрона (а, г), изображение нейрона полученные на флуоресцентном (б) и световом (в) микроскопах,  спектры колебаний вне нейрона (синяя линия) в центре клетки (зеленая линия) и в примембранной области (красная линия)

Для выявления динамических процессов нерегулярного характера использовалась техника двойного вейвлет преобразования (Ерохова Л.А., Новиков С.М., Лазарев Г.Л. c соавт., 2005), которая позволила выявить ряд ритмических компонент и характер их изменения во времени. На рисунке 18 показаны усредненные по времени спектры мощности, на которых видны частоты 1, 3, 12 и 17 Гц. 
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Рис. 18. Спектры мощности, полученные с помощью двойного вейвлет преобразования для низких (до 0,1-5 Гц) частот (а) и высоких (5-25 Гц) (b) . 
Предположительно частоты 0,1-5 Гц относятся к мембранным процессам. Процессы в районе 0,1 Гц могут быть вызваны комплексными реорганизациями в мембране, такими как движение белков и флуктуациями трансмембранного потенциала. Частоты 1,0 и 3,0 Гц относятся к подпороговым изменениям мембранного потенциала и/или спонтанной ритмической активности (Sosnovtseva O.V., Pavlov A.N., Brazhe N.A. et al., 2005). Пики в районе 10 и 20 Гц относятся к процессам спонтанного разрушения нейронов и движению везикул и органелл в цитоплазме.
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Рис. 19. Изменение основных частотных компонент во времени.
Из рисунка 19 видно, что частоты 0,1 0,3 и 1 Гц стабильны, а изменения частот 2-4 Гц вызваны более медленными компонентами. В высокочастотной области спектра наблюдается множество ритмических компонент нестационарного характера. 
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 Рис. 20.  Зависимость глубины модуляции от частоты для 1 и 2-4 Гц  ритмических компонентов в случае (а) частотной и (b) амплитудной модуляции. (с) Типичный нормированный спектр  процесса модуляции

Полученные данные свидетельствуют, что использование интерференционной микроскопии позволяет изучать изменения в мембранной и цитоплазматической частях клетки и анализировать более тонкую структуру процессов.

2.6.  Модуляционный интерференционный микроскоп 
МИМ-310
В основу оригинального метода модуляционной интерференционной микроскопии МИМ положен принцип измерения локальных фаз промодулированной объектом световой волны при полном контроле поляризации излучения (Andreev V.A., Indukaev K.V., 2003; Лопарев А.В., Игнатьев П.С., Индукаев К.В с соавт., 2009; Игнатьев П.С., Индукаев К.В., Лопарев А.В. с соавт., 2008; Игнатьев П.С., Индукаев К.В., Лопарев А.В. с соавт., 2008; Игнатьев П.С., Индукаев К.В., Лопарев А.В. с соавт., 2009). Учет фаз и контроль поляризации позволяет достичь непревзойденно высокого пространственного разрешения. Уникальной особенностью МИМ является принципиально новый алгоритм вычисления фазы отраженного от объекта волнового фронта, сочетающий в себе быстродействие шаговых методов (Vishnyakov G.N., Levin G.G., Minaev V.L. et al., 2004; Vishnyakov G.N., Levin G.G., Zakerian C.S. et al., 1998; Vishnyakov G.N., Levin G.G., Zakerian C.S., 1997; Vishnyakov G.N., Levin G.G., 1998) и сверхразрешение фазометрических методов (метод временных интервалов) (Kononenko V.L., Dielectro., 2002; Тычинский В.П., 2001; Лопарев А.В., Кретушев А.В., Тычинский В.П., 2008; Тычинский В.П., 2008; Кретушев А.В., Тычинский В.П., 2002; Тычинский В.П., 2007; Tychinsky V.P., Kretushev A.V., Vyshenskaya T.V. et al., 2004; Tychinsky V.P., Kretushev A.V., Vyshenskaya T. V. et al.,2005; Тычинский В.П., Вайсс Д., Вышенская Т.В. с соавт., 2000; Тычинский В.П., Кретушев А.В., Клемяшов И.В. с соавт., 2006; Тычинский В.П.,  Кретушев А.В., Клемяшов И.В. с соавт., 2005; Чиссов В.И., Тычинский В.П., Волченко Н.Н. с соавт., 2006; Tychinsky V.P., Kretushev A.V., Klemyashov I.V. et al., 2006; Tychinsky V.P., 1989). К настоящему моменту, быстродействие МИМ составляет 3 кадра в секунду при размере кадра 1280х1024 пикселей и до 250 кадров в секунду при размере кадра 128х128 пикселей. Вычисление фазовой толщины объекта (разности фаз) осуществляется модифицированным методом фазовых шагов (Власов Н.Г., 1999; Vishnyakov G.N., Levin G.G., Minaev V.L. et al., 2004).
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Где I0-3(x,y) – распределение интенсивности излучения в поле зрения фотоприемника, k – волновое число, d – величина сдвига опорного зеркала.  Искомая величина разности фаз определяется следующим образом:
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Где I3(t0) – мгновенное значение интенсивности, определяемое временем экспозиции фотоприемника. 

При таком варианте ошибка расчета разности фаз в точках изображения I0-3(x,y) с минимальной интенсивностью уменьшается за счет регистрации переменной составляющей интерференционного сигнала по аналогии с описанным выше методом временных интервалов. Точки стояния (сдвиг) d и закона перемещения d(t) опорного зеркала также выбираются исходя из минимизации ошибки определения разности фаз.  

Преимущества метода МИМ перед традиционными многошаговыми методами можно наглядно показать на рисунке 21.
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Рис. 21. Сравнение алгоритмов работы МИМ  с традиционным методом фазовых шагов
Основная причина достижения более высокого латерального разрешения МИМ по сравнению с интерферометрами, работающими на традиционных методах фазовых шагов, объясняется рядом отличий в получении фазовых портретов NxN пикселей. При вычислении значения фазы в каждом пикселе МИМ использует принципиально более точный подход. В отличие от традиционных алгоритмов, использующих для вычисления фазы всего 4 интерферограммы с разностью фаз λ/4, МИМ использует несколько тысяч интерферограмм получаемых при фазовой модуляции волны опорным зеркалом. 

Использование такого подхода вовсе не означает, что МИМ использует тысячи интерферограмм для расчета фазы. Они только учитываются посредством специальной процедуры обработки сигнала, которая на 4 порядка снижает поток информации. Такое снижение позволяет осуществлять эффективную обработку сигнала на обычном персональном компьютере.   
Оптическая схема лазерного канала представляет собой модификацию интерферометра Маха-Цандера с фазовым модулятором в опорном плече. 
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Рис. 22. Оптическая схема лазерного канала МИМ-310
Основное преимущество схемы Маха-Цандера состоит в возможности независимого управления поляризацией в объектном и опорном плечах интерферометра, а также последующим учетом поворота плоскости поляризации вносимого измеряемым образцом. Кроме того, применение новых конструкторских решений позволило существенно повысить жесткость конструкции, и, как следствие существенно снизить уровень собственных шумов прибора.

Управление поляризацией осуществляется при помощи автоматизированных поляризационных модуляторов (PM), позволяющих не только вращать плоскости поляризации объектного и опорного лучей интерферометра, но и изменять тип поляризации на эллиптическую или круговую. Для анализа образцов, обладающих оптической активностью, перед CMOS камерой D устанавливается анализатор. 

В качестве источника когерентного излучения используется твердотельный лазер с длиной волны λ=532 нм. Измеряемый объект размещается на столе S под микрообъективом О1. Сколлимированный пучок от лазера L проходит через полуволновую пластинку (1/2WP) и затем расщепляется на поляризующем светоделителе PBS. Один из расщепленных пучков (объектный), фокусируется объективом О1 на объект S и после отражения от зеркальной подложки через светоделитель BS1 и телескопическую систему Т попадает на фотоприемник D. В качестве фотоприемника используется 12-ти битная CMOS камера Silicon Imaging модель SI – 1280f. 
Опорный пучок фокусируется объективом О2 на зеркало, закрепленное на пьезо-приводе РМ, осуществляющее линейно-периодическую модуляцию ОРХ, и после отражения от него также попадает на фотоприемник. Фазовое изображение формируется модернизированным трехшаговым методом. В отличие от традиционных многошаговых методов, алгоритм расчета фазы, реализованный в МИМ, состоит в том, что точки стояния опорного зеркала и закон его перемещения выбираются из соображений минимизации погрешностей измерения фазы. 

Введение в оптическую схему полуволновой пластинки и поляризационного светоделителя, позволило реализовать светоделитель с переменным коэффициентом деления интенсивности пучка. Это способствует достижению оптимального контраста интерференционной картины в зависимости от коэффициента отражения изучаемого объекта, и, следовательно, рационально использовать динамический диапазон CMOS камеры, и тем самым уменьшить уровень шума в фазовых изображениях. Показано, что при исследовании на МИМ оптически однородных, хорошо отражающих свет объектов, достигается разрешение порядка 0,1 нм (по вертикали) и 15 – 100 нм – в плоскости объекта, что значительно превышает классический предел разрешения для световых микроскопов (Тычинский В.П., Кретушев А.В., Клемяшов И.В. с соавт., 2006). Однако из-за низкой отражающей способности образца, разрешающая способность прибора снижается в зависимости от свойств самого объекта. Тем не менее, можно утверждать, что разрешающая способность МИМ при исследовании слабоконтрастных объектов выше, чем у традиционных оптических микроскопов, разрешение которых определяется критерием Релея:
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где λ - длина волны лазера, Nа – числовая апертура объектива, D – разрешающая способность объектива. Таким образом, при использовании зеленого (λ=532 нм) лазера разрешающая способность МИМ с 60х/0,8 объективом должна составлять 400 нм. Однако на фазовых портретах всегда видны контрастные структуры размерами порядка 100-150 нм, а при большой величине фазового контраста существенно меньше – до 15-20 нм (Чиссов В.И., Тычинский В.П., Волченко Н.Н. с соавт., 2006).

2.7. Разрешение в интерференционной микроскопии
В рамках интерференционной оптической микроскопии, возможно, достичь сверхрэлеевского разрешения. Показано, что для этого не требуется преодолевать дифракционный предел. Вообще говоря, «сверхрэлеевское разрешение» и «преодоление дифракционного предела» являются различными понятиями. Метод МИМ предполагает модуляцию источника света по всем его параметрам и разделение вкладов в фазу объектного пучка, порождённых различными. Для этого используется техника топологических фаз. Развитый подход открывает путь к созданию нового типа оптических приборов, позволяющих в рамках единой измерительной процедуры определять и геометрические и материальные параметры изучаемого объекта.

В  МИМ в качестве окончательного результата измерений получаются в рамках математически строгой процедуры следующие параметры исследуемого объекта:

- карта истинных высот объекта, что эквивалентно ступенчатой аппроксимации    рельефа;

- карта местной нормали, что эквивалентно аппроксимации рельефа линейными сплайнами;

- распределение оптических материальных параметров в приповерхностном слое объекта.

Распределение всех перечисленных параметров удается получить с весьма высоким пространственным разрешением. 

В известных интерференционных приборах высокого разрешения модуляция осуществляется только по одному параметру (фазе или поляризации). Между тем, для адекватного воспроизведения даже  одного рельефа объекта, модуляции по одному параметру принципиально недостаточно. В подходе МИМ модуляция обязательно проводится, как минимум, по двум  параметрам. 

Проблема пространственного разрешения известных модуляционных интерференционных микроскопических приборов не исследована даже для простейшего случая модуляции по одному параметру.  

В настоящем разделе предложен систематический подход к проблеме разрешения в модуляционной интерференционной микроскопии с произвольным числом модуляционных параметров, который позволяет обеспечить теоретически предельный уровень пространственного разрешения.

Высокое разрешение, получаемое на этапе определения параметров света рассеянного объектом и попавшего на фотоприемник, в полной мере сохраняется и при окончательной интерпретации результатов измерения терминах параметров собственно исследуемого объекта. 
 Пространственное разрешение – ключевая характеристика оптических приборов и технологий для исследования микрообъектов. 

Оптическая микроскопия довольно давно преодолела то, что можно назвать «рэлеевским барьером» (Игнатьев П.С., Лопарев А.В., Индукаев К.В. с соавт., 2009; Борн М., Вольф Э., 1970), который ограничивает разрешение классического амплитудного микроскопа величиной порядка половины длины волны света. 

Сделано это было разными методами: сверхрелеевское разрешение надежно получается в рамках популярных фазово-контрастных техник, в том числе с использованием числовой обработки изображения (Allen R.D., Travis J.L., Allen N.S. et al., 1981;  Allen R.D., Allen N.S., 1983; Allen R.D., 1985;  Innoue S., Spring K.R., 1997), в конфокальной микроскопии  и сканирующей микроскопии ближнего поля (Weiss D.J., Maile W., 1993). Некоторое повышение разрешения достигнуто и в амплитудной микроскопии за счет использования несколько упрощенной версии техники обратной задачи (convolution – deconvolution technique)  во флуоресцентных методах (Schneider et al., 1998). 

Перечисленные технологии надежно обеспечивают заметное превышение уровня разрешения по сравнению с классической амплитудной микроскопией. 

Несколько особняком в микроскопии со сверхреелевским разрешением стоят модуляционные интерференционные методы, связанные с электронной обработкой изображений и сигнала (Тычинский В.П., 2001; Лопарев А.В., Кретушев А.В., Тычинский В.П., 2008; Тычинский В.П., 2008; Кретушев А.В., Тычинский В.П., 2002; Тычинский В.П., 2007; Tychinsky V.P., Kretushev A.V., Vyshenskaya T.V. et al., 2004; Tychinsky V.P., Kretushev A.V., Vyshenskaya T. V. et al., 2005; Тычинский В.П., Кретушев А.В., Клемяшов И.В. с соавт., 2006; Тычинский В.П., Кретушев А.В., Клемяшов И.В. с соавт., 2005; Чиссов В.И., Тычинский В.П., Волченко Н.Н. с соавт., 2006; Tychinsky V.P., Kretushev A.V., Klemyashov I.V.  et al., 2006;  Tychinsky V.P., 1989; Тычинский В.П., Тавров А.В., Шепельский Д.О. с соавт., 1991), которые в некоторых исключительных случаях демонстрировали сенсационное разрешение вплоть до λ/100.

Сообщения об этих достижениях вполне надежно подтверждаются впоследствии, и с их помощью отдельные исследователи проводят успешные уникальные исследования. Однако, несмотря на повсеместный интерес исследователей к прибору, который был бы способен в неразрушающем режиме исследовать все более и более мелкие структуры, эти приборы и техники не приобрели за двадцать с лишним лет со времени их первого появления, казалось бы, заслуженной популярности.         

В научном сообществе, привыкшем к тому, что разрешение в оптической микроскопии имеет некоторые фундаментальные ограничения, связанные в основном с эффектами дифракции, информация о приборах дальнего поля, имеющих существенно сверхрэлеевское разрешение, всегда вызывала вполне объяснимое недоверие. Действительно, существует устойчивое мнение, что для обеспечения существенно сверхрэлеевского разрешения, необходимо каким-то образом «победить» дифракцию, и вообще принято  называть  рэлеевский предел разрешения дифракционным пределом. Одной из целей данной работы является обоснованием того, что «сверхрэлеевское разрешение» и «разрешение выше дифракционного предела» являются  разными понятиями и можно достичь сверхрэлеевского разрешения не преодолевая дифракционный предел.

До некоторой степени обойти дифракционный предел возможно. Для этого необходимо поставить и решить соответствующую полевую обратную задачу рассеяния с последовательным учетом передаточной функции прибора и процесса формирования волновых фронтов света, рассеянного объектом. К такой задаче есть многообещающие подходы, но обсуждать вопрос их практической реализации несколько преждевременно.

Планируется показать, что в модуляционной интерференционной микроскопии существенно сверхрэлеевское разрешение получается и без использования техники обратной задачи. 

Исключительно высокое разрешение, которое время от времени демонстрируют модуляционные интерференционные (преимущественно фазовые), приборы, не имеет до сих пор сколько-нибудь связного теоретического объяснения. В работах (Тычинский В.П., 2001; Лопарев А.В., Кретушев А.В., Тычинский В.П., 2008; В.П. Тычинский., 2008) была предпринята попытка связать явление сверхразрешения с дислокациями и сингулярными линиями электромагнитного поля. Однако известно, что дислокации волнового фронта возникают при достаточно специфических условиях (Баранова Н.Б., Зельдович Б.Я., 1981; Баранова Н.Б., Зельдович Б.Я., Мамаев А.В. с соавт., 1982; Bazhenov V.Yu., Soskin M.S., Vasnetsov M.V., 1992; Basistiy I.V., Bazhenov V.Yu., Soskin M.S. et al., 1993; Даршт М.Я., Зельдович Б.Я., Катаевская И.В. c соавт., 1995), которые при исследовании интерференционными методами реализуются исключительно редко, тогда как эффект сверхразрешения наблюдается при значительно более общих  условиях. Аргументация, содержащаяся в работах (Тычинский В.П., 2001; Лопарев А.В., Кретушев А.В., Тычинский В.П., 2008; Тычинский В.П., 2008) основана на ошибочном утверждении, что поле, представимое в виде суммы стандартных гауссовых пучков, имеет сингулярные линии. В действительности, амплитуда поля такой структуры обращается в нуль только в изолированных точках, что прямо следует из формул, содержащихся в указанных работах.

Кроме того, на устойчиво работающих приборах весьма серьезной проблемой является интерпретация результатов измерений в терминах свойств собственно объекта. Прямолинейная интуитивная интерпретация слишком часто оказывается лишенной всякого правдоподобия. Понятно, что говорить о каком-либо разрешении в таких случаях вообще не имеет смысла.

Здесь предложен подход, который с одной стороны позволяет установить и эффективно контролировать все факторы, обеспечивающие высокое пространственное разрешение, а с другой стороны, перевести интерпретацию полученных данных на регулярную математически строгую основу. Говоря о пространственном разрешении, мы имеем в виду преимущественно латеральное разрешение, поскольку разрешение по высоте порядка долей нанометра получают и с помощью других оптических методов.
Различаются два  типа разрешения: 
первое – исходное, которое понимается, как способность прибора отображать на фотоприемнике и регистрировать мелкомасштабные детали пространственного распределения параметров  электромагнитного поля рассеянного света  возникшего в непосредственной близости от  поверхности объекта;

второе – результирующее разрешение, получаемое после обработки данных измерений и относящееся к пространственному распределению параметров собственно объекта. 

Учитывать различие между этими двумя типами разрешений  необходимо хотя бы потому, что фазовый рельеф объекта  может значительно отличаться от его геометрического рельефа. 

Однако, в большинстве популярных интерферометрических методов отличием фазового рельефа от истинного геометрического рельефа объекта обычно пренебрегают, жертвуя разрешением и универсальностью прибора в пользу простоты прямолинейной наивной интерпретации. А между тем в этом отличии содержится весьма ценная информация об объекте. 

Принципиальная  схема процедуры исследования микрообъектов в отраженном свете.
Для ясного понимания проблемы разрешения как в нашем, так и в других подходах, полезно рассмотреть максимально абстрагированную схему оптического исследования микрообъекта в отраженном свете и на ней указать критические пункты, в которых наш подход отличается от традиционных, и от которых зависит высокое разрешение.

Опишем схему исследования микрообъекта в отраженном свете.            

Пучок света, выходящий из источника, подвергается модуляции в модуляционном устройстве. По выходе из модуляционного устройства физические параметры света имеют известные значения и известным образом меняются во времени. После рассеяния на объекте в непосредственной близости от него возникает отраженная электромагнитная волна, на фронте которой фаза, поляризация и амплитуда распределены в пространстве некоторым определенным образом,  зависящим от параметров падающего света и от геометрии и распределения ОМП объекта. Заметим, что фазовый фронт рассеянной волны, как правило,  не похож на рельеф объекта.

Распределение параметров отраженного света в непосредственной близости от объекта содержит наиболее точную и детальную информацию о его пространственной и материальной структуре, именно оно и является предметом интереса всех оптических методов исследования.

Прибор дальнего поля не располагает возможностью изучать световое поле вблизи объекта непосредственно, поэтому часть рассеянного света собирается оптической системой, и проецируется на фотоприемник. Таким образом, всю информацию об объекте приходится получать, изучая параметры света в том виде, в котором они дошли до экрана фотоприемника.

Подчеркнем, что информация, дошедшая до экрана в нашем приборе в той же мере подвержена дифракционным потерям, как и в других аналогичных приборах. Преимущества подхода МИМ по разрешению обеспечиваются точным контролем параметров освещения и оптимальной техникой регистрации распределения параметров света на фотоприемнике.

Рассмотрим по пунктам основные этапы схемы.
1. Источник освещения
В общей схеме исследования микрообъектов в отраженном свете, особенности нашего подхода проявляются в следующих пунктах:

- используется свет с максимально технически достижимой степенью детерминированности его физических параметров (когерентность, высокая экстинкция, стабильность мощности, прецизионная модуляция);

- при интерпретации результатов измерения в полной мере учитываются все эффекты преобразования фазово-поляризационных состояний, в том числе и топологические, которые возникают при формировании исходных пучков, при формировании отраженной волны и при прохождении рассеянного света через оптическую систему. 

Оба эти принципа находятся в заметном противоречии с подходом разработчиков существующих приборов, которые стараются свести к минимуму число точно измеряемых параметров света. Оставшиеся параметры стараются сделать стохастичными и по ним усреднить. Что касается топологических фазово-поляризационных эффектов, то при разработке микроскопических приборов их игнорируют, что приводит к значительному снижению уровня точности и универсальности приборов. 
2. Модуляция
Модуляция параметров освещающего света позволяет получить на экране фотоприемника не одно, а несколько распределений параметров отраженного света, что позволяет извлечь больше информации об объекте. Поскольку подход МИМ является интерференционным, в нем обязательно присутствует некоторый эталонный световой пучок (опорный), который также подвергается модуляции.

Для обеспечения адекватной интерпретации результатов измерения в терминах параметров собственно объекта необходимы данные, которые можно получить только путем модуляции, как минимум по двум параметрам.

В известных подходах модуляция пучков осуществляется обычно по предельно минимальному числу параметров. Так в эллипсометрии модулируется только поляризация, а в интерференционной профилометрии модулируют только опорный пучок и только по фазе.

В подходе МИМ освещающий пучок обязательно модулируется, по крайней мере, по поляризации, а опорный по крайней мере по фазе и, возможно, по поляризации и  амплитуде. 
3.  Регистрация
Регистрация распределения параметров излучения рассеянного объектом и попавшего на экран фотоприемника является тем важнейшим этапом, который предопределяет как исходное разрешение отображения параметров поля в окрестности объекта, так и зависящее от него окончательное разрешение распределения параметров собственно объекта.

Ввиду того, что в подходе МИМ обязательно осуществляется модуляция освещающего (объектного) пучка, на экране фотоприемника создается не одно распределение параметров света, а их целое семейство.

Рассмотрим более подробно регистрацию одного такого распределения на примере чисто фазового измерения. Фаза не может быть измерена непосредственно на частоте колебаний света. Поэтому, для ее измерения необходимо произвести на фотоприемнике когерентное смешение исследуемого объектного пучка с опорным пучком с известной фазой. Полученная в результате такого смешения интерферограмма несет информацию о распределении фазы  на фотоприемнике.

Схема прибора, позволяющего осуществлять поляризационную модуляцию в объектном и опорном пучках, а также фазовую модуляцию в опорном пучке и смешение пучков на фотоприемнике,  приведена на рисунке  2.

Прибор представляет собой модифицированный интерферометр Маха-Цендера. Он содержит источник света I , полупрозрачные зеркала BS1, BS2, BS3 поворотные зеркала M1, M2, поляризаторы  WP1, WP2, фазовый модулятор PM, объектива O, объектного столика S, анализатора A и детектора D.  Поляризаторы WP1, WP2 позволяют осуществлять модуляцию фазы как опорного, так и объектого пучков,  а с помощью фазового модулятора PM осуществляется модуляция фазы опорного пучка. Объектный пучок после  отражения от объекта, расположенного на столике S, проходит через полупрозрачное зеркало  BS3, смешивается  с опорным пучком и  попадает на детектор. Но перед этим этот смешанный пучок проходит через анализатор A, который выделят из него компоненту с той или иной поляризацией. 
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Рис. 23.  Блок-схема интерферометра Маха-Цендера, лежащая в основе микроскопа МИМ

О значении фазы в точке судят по величине освещенности, которая определяется хорошо известной формулой.
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Если считать известными А1 и А2 , то фаза   определяется из уравнения (1). При реальных измерениях А2 зависит от локального коэффициента отражения и поэтому неопределенна, а А1 может испытывать флуктуации из-за нестабильности источника освещения. Поэтому обычно считают неизвестными все три величины А1, А2 и φ, а для их вычисления придают фазе опорного пучка три разных значения. Из полученной таким образом системы трех уравнений, определяют три неизвестные величины, в том числе значение фазы изучаемого пучка в точке (David M., Grant, J. McGinty, E.J. McGhee et al., 2012).

Применение этого, с виду естественного и формально безупречного приема и его многочисленных модификаций, является на практике причиной фатальной потери разрешения интерференционных приборов, в которых он используется.

Для того, чтобы понять, почему это происходит, рассмотрим локальное распределение освещенности типичной интерферограммы вдоль сечения проведенного поперек группы соседних полос, ось Х на  рисунке 24.
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Рис. 24. Локальное распределение освещенности типичной интерферограммы вдоль сечения проведенного поперек группы соседних полос

Предположим, что средняя погрешность измерения величины освещенности в данной точке ∆I  постоянна. Очевидно, что при наличии заданной погрешности измерения освещенности, неопределенность координатной привязки вдоль оси Х данного номинального значения освещенности I в окрестности максимума (минимума) освещенности, существенно больше, чем неопределенность такой привязки ∆Х2, соответствующей максимуму крутизны графика. Поскольку погрешность измерения освещенности ∆I определяется в основном шумом, можно считать, что отношение этих неопределенностей равно 2√S/N, где S – сигнал, а N – шум.

Таким образом, всякая интерферограмма, рассматриваемая как источник информации о пространственном распределении фазы на фотоприемнике, содержит зоны в разной степени чувствительные к шуму. При любом методе восстановления фазы, использующем интерфергорамму как целое, на разрешение будут оказывать отрицательное влияние зоны, наиболее чувствительные к шуму. Это отрицательное влияние наследуется на всех дальнейших этапах вычислений и  губит конечное разрешение.

От такого недостатка свободна известная техника восстановления фазы методом временных интервалов, состоящая в определении для каждой точки такого сдвига фазы опорного пучка, при котором освещенность проходит через максимум производной (точка 2 на рис. 24).  Этому сдвигу и придается смысл значения фазы в данной точке. Такой метод определяет фазу непосредственно и обладает максимальным для данного уровня шумов пространственным разрешением.

Такая техника по существу использует информацию с большого числа интерферограмм, которые создаются в ходе модуляции, но эта информация берется только с тех участков интерферограмм, которые наиболее устойчивы к влиянию шума на координатную привязку. Попутно решается вопрос о редукции объема информации, которая поступает на дальнейшие этапы вычислений.   

Такая техника обобщена нами на случай, когда модуляция осуществляется более, чем по одному параметру. 

Предположим, что мы модулируем сдвиг фазы между объектным и опорным пучками ∆φ и угол поворота плоскости линейной поляризации освещающего пучка ψ. Освещенность данной точки, как функция этих двух параметров, представляет собой некоторую поверхность в трехмерном пространстве, на которой мы определяем экстремальные точки, соответствующие максимумам модуля градиента освещенности, а также, возможно, точки локальных максимумов модуля частных производных, по некоторым направлениям. Если построить график модуля градиента G (или производной по направлению) как функцию модуляционных параметров, то искомые экстремальные точки будут лежать на особом контуре A, на котором первая производная в направлении нормальном проекции контура на плоскость  (∆φ, ψ)  равна нулю, а вторая производная отрицательна. 

Оказывается, что данных о положении небольшого числа особых точек  в координатах ∆φ, ψ достаточно для определения полного набора параметров объекта, а форма и связность контура А дают некоторую предварительную информацию о характере анизотропии материала объекта.

В общем случае поляризационное состояние, света определяется двумя углами на сфере Пуанкаре ψ и θ, и они оба меняются, если, например, поляризационная модуляция осуществляется электрооптическим модулятором. В схемах без анализатора, поляризационная модуляция осуществляется и в объектном и опорном пучках. Таким образом, и освещенность точки и модуль ее градиента оказываются зависимыми минимум от трех ∆φ, ψ1, θ1, а максимум от пяти ∆φ, ψ1, θ1, ψ2, θ2 переменных, где ψ1, θ1, θ2, ψ2, соответственно углы на сфере Пуанкаре объектного и опорного пучков.

Техника регистрации обобщается на этот случай почти дословно. Действительно,  график освещенность и модуль градиента становятся в данном случае многомерными гиперповерхностями. Особые подмногообразия определяются стандартным образом, как геометрическое место точек, в каждой точке которого первые производные по нормали к проекции подмногообразия на соответствующую гиперплоскость равны нулю, а характеристическая билинейная форма из вторых производных отрицательно определена.

Графики освещенность и модуль ее градиента в схемах с анализатором строятся для каждой из независимых поляризационных составляющих, и схема регистрации реализуется независимо для каждой из составляющих.

С некоторыми несущественными оговорками модуляцию можно осуществлять по амплитуде, а также по некоторым параметрам, от которых зависит фотонная статистика света.

Во всех этих случаях процедура регистрации распределения параметров света, рассеянного объектом и попавшего на приемник, будет осуществляться по единой схеме. Исходное разрешение отображения состояния поля вблизи объекта будет максимально возможным при данном уровне S/N.

Эта техника исчерпывающим образом решает проблему разрешения при регистрации параметров светового поля на фотоприемнике, которая составляет наиболее трудно понимаемую часть общей проблемы разрешения оптических методов исследования микрообъектов, состоящей в разрешении по отношению  пространственному распределению параметров собственно объекта.       
Восстановление параметров собственно объекта по результатам измерения распределения физических параметров рассеянного им света представляет собой завершающий этап исследования. Для оптических методов высокого разрешения этап требует весьма серьезного теоретического анализа. Однако, в большинстве случаев вместо такого анализа используются простейшие эмпирические соображения. Например, в фазовых приборах, полученный фазовый рельеф отождествляется с истинным геометрическим рельефом объекта. Для некоторого довольного узкого класса объектов такая  интерпретация оказывается вполне адекватной. При использовании соответствующего метода восстановления фазового фронта разрешение такого прибора может оказаться существенно выше рэлеевского предела  (Тычинский В.П., 2001; Лопарев А.В., Кретушев А.В., Тычинский В.П., 2008; Тычинский В.П., 2008).

2.8. Дифракционная модель сверхразрешения
Покажем на примере простой модели, что в случае фазовых измерений существует принципиальная возможность достижения сверхрэлеевского разрешения.

Пусть мы имеем два монохроматических точечных источника, излучение которых имеет одинаковые амплитуды, но отличается постоянным сдвигом фаз. В этом случае распределение поля U(r) в плоскости изображения имеет вид  
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Здесь
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 - функция Бесселя, а 2d - расстояние между источниками, измеренное в единицах длин волн. Фаза считается постоянной. Мы предполагаем также, что амплитуды источников одинаковы. Если они не совпадают, то картина несколько меняется, на что мы будем указывать специально.  Согласно критерию Рэлея за предел разрешения принимают такое положение амплитуд источников, при котором положение максимума одной из них совпадает с первым минимумом второй. Легко видеть, что при dr=d<0.6 нельзя разрешить эти два источника, используя информацию только об их амплитуде. Изучим теперь структуру фазы поля U. Общее распределение этой фазы в плоскости  XY дано на рисунке 25.
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Рис. 25. Распределение фазы поля U в плоскости XY
Поскольку в случае одного источника фаза постоянна, из рисунка 25 сразу можно сделать вывод о том, что в данном случае мы имеем дело с двумя источниками. То, что источников именно два, а не больше, следует из того, что вдоль оси X функция, 
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описывающая распределение фазы, монотонна.  

Какую же более детальную информацию можно извлечь из структуры фазы? Рассмотрим распределение фазы вдоль оси  X и изучим, как меняется вид функции 
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при изменении параметров 
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. Эти функции изображены на рисунке 26.  
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Рис. 26. Распределение фазы 
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 при различных параметрах d
Прежде всего, отметим, что фаза 
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 в окрестности нуля меняется монотонно, а затем испытывает скачок. Физический смысл точек скачка состоит в том, что это граница между светлыми и тёмными полосами на интерферограмме. Положение точек 
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, в которых происходят скачки, определятся параметром 2d - расстоянием между положениями источников. Точка 
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 расположена примерно посередине между правыми нулями амплитуд  источников, а точка 
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 примерно посередине между их левыми нулями. Более точно положение этих точек можно найти, решая уравнение 
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Таким образом, измеряя положение точек скачка можно определить расстояние между источниками. Уравнение (2) отвечает ситуации, когда амплитуды источников одинаковы. В этом случае точки, в которых происходит скачок фазы, расположены симметрично относительно нуля, т.е. 
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. Если у источников разные амплитуды, то уравнение (2) следует заменить на уравнение 
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 Его решения  
[image: image66.wmf]2

1

,

x

x

  не связаны условием симметрии, как в случае уравнения (2), а являются независимыми. Решая его и сопоставляя найденным решениям измеренные положения скачков фазы, можно определить параметр d и отношение амплитуд 
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Для того, чтобы найти абсолютную величину амплитуд, следует использовать ещё и интенсивность интерференционного сигнала. Информацию о разности фаз 
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  можно получить, изучая наклон кривой  
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 в окрестности её нуля. На рисунке 27 изображено несколько таких кривых с разными значениями параметров d, 
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   Если амплитуды отдельных источников одинаковы, то это точка x=0, если они различны, то она определяется из уравнения 
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Решая уравнение (4), находим точку 
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, в которой фаза обращается в нуль. Вычисляя в точке 
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  производную 
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, находим выражение для наклона фазовой кривой, который и сравниваем с измеренной величиной.  Измерение наклона фазовой кривой можно проводить и в окрестности точки скачка, но при этом следует учитывать, что интенсивность сигнала в этой точке минимальна и наличие шумов может повлиять на точность измерений. 
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Рис. 27.  Вид функции 
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 в окрестности её нуля с разными значениями параметров d, 
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На рисунке 28 изображено несколько фазовых кривых в окрестности скачка с разными значениями параметров d, 
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Рис. 28. Фазовые кривые в окрестности скачка с разными значениями параметров d, 
[image: image81.wmf]j


Таким образом, чтобы найти три параметра, характеризующих пару точечных источников: расстояние между источниками, разность их фаз и отношение амплитуд, и тем самым разрешить эти источники, достаточно ограничиться только фазовыми измерениями, определяя положение точек скачка и наклон фазовой кривой либо в нуле, либо в окрестности точки скачка.  

Для того, чтобы определить абсолютное значение амплитуд одних только фазовых измерений недостаточно, надо использовать и измерения интенсивности сигнала. Отметим ещё одно свойство фазовых кривых. При малых значениях параметра d (d=0.01) фазовая кривая монотонно меняется от одного скачка до другого (рис. 24). При увеличении параметра d (d=0.5) фазовая кривая теряет монотонность, но остаётся непрерывной в промежутке от одного скачка до другого, при этом на ней появляются участки близкие к постоянным значениям фазы (рис. 27). При дальнейшем росте параметра d (d=0.7) фазовая кривая становится разрывной, испытывает разрывы в малой окрестности нуля, а в промежутках от этих новых разрывов до старых скачков является, фактически, постоянной, равной фазам отдельных источников (рис. 28). Такое поведение фазовой кривой легко понять из общих соображений. Действительно, если образы источников слабо перекрываются, то на значительной части детектора фаза сигнала определяется только одним из них, интерференционные эффекты проявляются только в центральной части между ними.   

Таким образом, мы видим, что возможность разрешения двух точечных источников при фазовых измерениях определяется тем, можем ли заметить наклон фазовой кривой внутри пятна Эйри. Проблема состоит в том, что чем ближе эти источники расположены друг к другу и чем меньше различаются их фазы, тем меньше наклон этой кривой в центре пятна, где наибольшая интенсивность света. А возрастает этот наклон ближе к краям пятна, где интенсивность падает до нуля (рис.29).
[image: image82.jpg]1 PHASE
INTENSITY

05

0T e0ss 0.609 l0.6095 061

05

PHASE

Fig. 9




Рис. 29. Вид фазовой кривой внутри пятна Эйри

2.9.  Метод топологических фаз
Топологические фазы возникают во многих областях физики и имеют различный физический смысл. В оптике наиболее распространены фазы Рытова-Владимирского 
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 и Панчарантнама 
[image: image84.wmf]P

j
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Фаза Панчарантнама 
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возникает в том случае, когда поляризация луча, двигающегося по оптической системе, меняется циклическим образом, так что соответствующая ей точка на сфере Пуанкаре описывает замкнутый контур. В этом случае начальное и конечное состояния света будут отличаться на фазу 
[image: image86.wmf]P
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, величина которой определяется значением телесного угла, опирающегося на контур, который описала точка на сфере Пуанкаре.  

Фаза Рытова-Владимирского 
[image: image87.wmf]RV

j

 имеет чисто геометрическую природу.  Для её описания, аналогично сфере Пуанкаре, вводят сферу направлений и откладывают на ней траекторию луча, проходящего через оптическую систему. В случае, когда направления входящего и выходящего лучей совпадают, эта траектория имеет вид замкнутого контура. Изменение поляризации луча определяется как величиной телесного угла, опирающегося на такой контур, так и его исходной поляризацией.

Рассмотрим какой-либо интерферометр, в котором входящий луч разделяется на два, каждый, из которых идёт по своему плечу. После прохождения своих путей лучи попадают на детектор, где интерферируют друг с другом. Интерференционная картина определяется разностью фаз
[image: image88.wmf]j
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  этих лучей. При этом величина 
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  складывается из нескольких отдельных фаз 
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 , каждая из которых обусловлена своей конкретной причиной.
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Наблюдая одну интерференционную картину можно определить суммарный сдвиг фаз 
[image: image92.wmf]j
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, но нельзя выделить из него отдельные слагаемые. А именно эти слагаемые и несут в себе информацию о свойствах элементов, образующих интерферометр. Этими характеристиками могут быть как оптические, так и геометрические параметры. В настоящем разделе мы обсудим методы выделения некоторых типов слагаемых  
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 из суммы (1).  

Рассмотрим конкретный пример. Пусть мы имеем интерферометр, который используется как профилометр. Это может быть интерферометр Линника, но конкретная схема в данный момент не важна. Исследуемый образец помещается в объектное плечо прибора. При работе с интерферометром в обычном режиме предполагается, что поверхность образца имеет ступенчатую структуру, причем поверхность каждой ступеньки горизонтальна. Предполагается также, что при отражении света от поверхности никакого дополнительного сдвига фаз не происходит. В этом случае разность фаз опорного и объектного лучей определяется только разностью хода этих лучей. Мы будем называть её линейной разностью фаз 
[image: image94.wmf]L

j

D

. 

Предположим теперь, что нам не известна ни форма поверхности образца, ни материал из которого он сделан. В этом случае разность фаз имеет более сложную структуру. К той разности фаз, которая возникает за счёт разности хода, добавляется сдвиг фаз, возникающий при отражении объектного луча от поверхности исследуемого объекта. Величина этой дополнительной фазы определяется коэффициентами Френеля материала, из которого сделан объект, поэтому мы будем называть её фазой Френеля 
[image: image95.wmf]F
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.  

Поверхность образца может иметь более сложную структуру, чем ранее предполагалось. В этом случае мы аппроксимируем её не горизонтальными, а наклонными площадками. Каждая такая площадка характеризуется своим центром и ориентацией. Ориентацию площадки будем задавать нормалью к этой площадке. Отражаясь от такой наклонной площадки объектный луч, выходит из плоскости, в которой он двигался вместе с опорным лучом. В результате, при совмещении на детекторе между этими лучами возникает дополнительная разность фаз - фаза Рытова-Владимирского (РВ) 
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. Таким образом, в данном случае сумма (1) содержит три слагаемых:
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При этом линейная фаза 
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  характеризует положение центра наклонной площадки, фаза Рытова-Владимирского  
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 - её ориентацию, а фаза Френеля  
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 - материал, из которого она сделана. 

Одним из дальнейших направлений развития метода МИМ является конкретная процедура, позволяющая разделить эти фазы и тем самым определить как геометрические, так и оптические параметры площадки, к которой они относятся. Отметим ещё один важный момент. Когда интерферометр работает в режиме профилометра, то предполагается, что оптические характеристики поверхности, то есть её коэффициенты Френеля известны, и ищется её геометрия. Если же интерферометр работает в режиме эллипсометра, то наоборот, исходят из того, что геометрия поверхности известна, а ищут её оптические характеристики. Предлагаемая процедура позволяет совместить в одном приборе возможности, как профилометра, так и эллипсометра.  

Другими словами, предполагается, что фаза Рытова-Владимирского применяется для определения ориентации элементов поверхности изучаемого объекта, с помощью фазы Панчарантнама можно изучать внутреннюю структуру прозрачных образцов, используя схемы интерферометров, действующих "напросвет" (просвечивая объект в разных направлениях и выделяя с помощью фазы Панчарантнама нужную информацию, можно затем с помощью томографических методов восстановить распределение коэффициента преломления во всём объёме образца). 

Отметим также, что в суммарную фазу может входить слагаемое, определяемое фазой Рытова-Владимирского самой установки. Эту добавку следует вычислять и учитывать отдельно. Примеры таких расчётов содержатся в работе (Чиссов В.И., Тычинский В.П., Волченко Н.Н. с соавт., 2006).         
2.10. Компенсационный метод измерения фазы
Измерения сигнала в  МИМ производятся с помощью фотодетекторов. Для простоты рассмотрим одномерную ситуацию и будем предполагать, что они расположены вдоль оси X. Каждый отдельный чувствительный элемент (пиксел) имеет длину l и обладает чувствительностью 
[image: image101.wmf]e

.  На ось X падают две волны: опорная и объектная, которые интерферируют друг с другом. Опорную волну мы считаем плоской. Интенсивность интерференционного сигнала и вид интерферограммы определяется двумя факторами: амплитудой объектной волны и разностью фаз между опорной и объектной волнами. Фаза опорной волны определяется положением опорного зеркала и одинакова на всей плоскости детектора, на каждом его пикселе. Фаза объектной волны определяется геометрией и оптическими свойствами изучаемого объекта и, вообще говоря, разная на разных пикселах. Выбирая, отдельный пиксел можно с помощью движения опорного зеркала добиться того, чтобы интенсивность сигнала на нём была максимальной. При этом может оказаться, что на соседнем пикселе интенсивность сигнала мала не потому, что мала амплитуда объектной волны, а из-за того, что на этом пикселе опорная и объектная волны находятся в противофазе. Может даже оказаться, что по этой причине интерференционный сигнал окажется ниже уровня шумов, что вообще сделает результат недостоверным.  Поэтому мы проводим измерения по отдельности для каждого пиксела, подбирая положение опорного зеркала так, чтобы скорость изменения интенсивности сигнала при движении опорного зеркала была наибольшей. Это позволяет достичь значительно большей точности, чем при измерении самой интенсивности. 
Эту ситуацию можно пояснить графически. На рисунке 30 изображена ступенчатая функция, 
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 наложенная на ось X, которая снабжена координатной сеткой с шагом 
[image: image103.wmf]l
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. Этот шаг мы считаем малым и, поэтому, ступенчатую функцию аппроксимируем непрерывной.
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Рис.30.  Иллюстрация компенсационного метода измерения фазы

Порог чувствительности  отдельного пиксела равен ε, в силу этого область, в которой 
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будет давать недостоверные результаты. На пределе чувствительности мы можем использовать только максимумы и минимумы синусоиды. Поэтому измерение фазы 
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 следует проводить по отдельности для каждого пиксела. Подбирая оптимальным образом фазу опорного луча 
[image: image108.wmf]0
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, определим значение фазы объектного луча в данной точке. Для соседнего пиксела надо заново подбирать фазу опорной волны и так по всей площади детектора. При такой процедуре мы каждый раз работаем на максимуме синусоиды (рис.30) и точность измерения повышается за счёт увеличения числа измерений.

Часть 3. Экспериментальное опробование приборно-методического комплекса на биологических объектах
3.1 Измерение степени оксигенирования эритроцита методом когерентной фазовой микроскопии
Фазовое изображение и профиль фазовой толщины эритроцита зависят от его функционального состояния. Показано, что отношение фазовых толщин в различных участках профиля является параметром, характеризующим степень оксигенации. Приводятся результаты измерений, демонстрирующих изменения в морфологии и профилях фазовой толщины при оксигенации эритроцитов.
Исследования функционального состояния эритроцитов имеет фундаментальное значение для биофизики и практическое - для диагностики состояния организма в медицине (Игнатьев П.С., Тычинский В.П., Вышенская Т.В. с соавт., 2008; Evans E., Fung Y.C., 1972). Известно, что главная функция эритроцитов - транспорт кислорода от легких в ткани и СО2 от тканей обратно в легкие (Игнатьев П.С., Тычинский В.П., Вышенская Т.В. с соавт., 2008). Высшие организмы нуждаются для этого в специальной транспортной системе, так как молекулярный кислород плохо растворим в воде: в 1 л плазмы крови растворимо только около 3,2 мл О2. Содержащийся в эритроцитах белок гемоглобин (Hb) способен связать в 70 раз больше — 220 мл О2/л (Evans E.,  Fung Y.C., 1972). Единственным методом определения показателя преломления гемоглобина в эритроците остается рефрактометрия. Отметим, однако, что изменения показателя преломления гемоглобина при оксигенации сравнительно малы (HbO2 – <n>  = 1,392) и (Hb – <n>  = 1,388) (Rappaz B.,  Barbul A., Carriere F. et al., 2007). 

Известно, что функциональное состояние отдельных эритроцитов зависит от многих факторов, например, от возраста эритроцитов и состояния организма, от газового состава среды и т.п. Популяция эритроцитов существенно неоднородна и для характеристики эритроцитов традиционно используются количественные критерии (индексы) (Даршт М.Я., Зельдович Б.Я., Катаевская И.В. c соавт., 1995), а также их размеры и параметры формы (дискоциты, сфероциты и т.д.). В последние годы появились сообщения о возможности использования для этой цели параметров фазовых изображений эритроцитов, получаемых методом голографической (Lewis S.M., Bain B.J., Bates I., 2001),  количественной фазовой (Faber D., Aalders M., Mik E. et al., 2004) и Гильберт микроскопии (Lue N., Popescu G., Ikeda T. et al., 2006; Park Y., Popescu G.,  Badizadegan K. et al., 2006; Popescu G., Badizadegan K., Dasari R.R. et al., 2006). В этих методах количественная информация о состоянии отдельного эритроцитов получается из профиля фазовой толщины h(x) или в значении показателя преломления <n>, рассчитанного в приближении оптической однородности.

Так, например, был точно измерен показатель преломления (<n> = 1,4 +- 0,0003) и объем (106 мкм) (Park Y., Popescu G., Badizadegan K. et al., 2006), а при гемолизе эритроцитов наблюдалось снижение фазовой толщины на 9 нм за 1 с (Rappaz B., Barbu A.l, Carriere F. et al., 2007). Влияние осмолярности на форму и объем эритроцитов было исследовано методом количественной фазовой микроскопии (Кардашова З.З., Лезвинская Е.М., Метелин В.Б., 2007). Но приведенные в этих работах средние по объему значения показателя преломления заметно отличались (<n> = 1,367 в (Park Y., Popescu G.,  Badizadegan K., et al., 2006), 1,4 в (Yishnyakov G., Levin G., Minaev V., et ak., 2004), 1,394 в (Кардашова З.З., Лезвинская Е.М., Метелин В.Б., 2007). Частично этот большой интервал значений <n> эритроцитов можно объяснить различием в методах, а также изменениями функционального состояния эритроцитов во времени. В литературе есть также расхождения в количественных оценках параметров формы. Принято считать, что в норме максимальная и минимальная толщина дискоцита составляют 3 и 1,15+-0,3 мкм при диаметре d - 5-8 мкм. Однако, неизвестно, в какой степени эти значения сохраняются при изменении функционального состояния эритроцитов. Обычно для практических целей используют средние значения индексов, размеров и других параметров, полученные на больших популяциях эритроцитов. С другой стороны, хорошо известно, что свойства эритроцитов индивидуальны, они изменяются с возрастом, зависят от предыстории и функционального состояния организма.
В связи с этим возникает вопрос, можно ли использовать оптические параметры, полученные из фазовых изображений эритроцитов (Тычинский В.П., 2007; Tychinsky V.P., Kretushev A.V.,Vyshenskaya T.V. et al., 2004; Tychinsky V.P., Kretushev A.V., Vyshenskaya T. V. et al.,2005; В.П. Тычинский., Д. Вайсс., Т.В. Вышенская., с соавт., 2000; Тычинский В.П.,  Кретушев А.В.,  Клемяшов И.В. с соавт., 2006; Тычинский В.П.,  Кретушев А.В.,  Клемяшов И.В. с соавт. 2005; Чиссов В.И., Тычинский В.П., Волченко Н.Н. с соавт., 2006;  Tychinsky V.P., Kretushev A.V., Klemyashov I.V. et al., 2006; Tychinsky V.P., 1989;  Тычинский В.П., Тавров А.В., Шепельский Д.О. с соавт., 1991), для характеристики функционального состояния отдельных эритроцитов и их популяций? Целью исследования было также обнаружить изменения в морфологии эритроцитов при оксигенации. 

Основанием для положительного ответа на сформулированный выше вопрос были результаты измерений методом когерентной фазовой микроскопии (Тычинский В.П., 2007), хлоропластов, цианобактерий и спор (Tychinsky V.P., Kretushev A.V., Vyshenskaya T.V. et al., 2004; Tychinsky V.P.,   Kretushev A.V., Klemyashov I.V. et al., 2006), митохондрий (Тычинский В.П., Тавров А.В., Шепельский Д.О. с соавт., 1991), которые показали корреляцию параметров фазовых изображений с функциональным состоянием различных биообъектов (Tychinsky V.P., Kretushev A.V., Vyshenskaya T.V.  et al., 2004).
Измерения эритроцитов производились на оригинальном Когерентном Фазовом Микроскопе (КФМ) “Эйрискан” (Тычинский В.П., 2007).  Рабочее поле микроскопа могло изменяться в пределах 5 - 50 мкм в зависимости от используемого объектива, максимальная размерность изображения по одной координате достигала 1024 пикселя. Мы использовали объектив 20х/0.4 с размером поля 12 мкм. Ограниченная шумами чувствительность была около hmin = 0,5 нм. 
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Рис. 31. Модель эритроцита
На рисунке 31 показана модель эритроцита в виде локальной неоднородности с поперечным размером d и геометрической толщиной H1 и Н2. Естественно, что эритроцитов отличались по размерам, по форме и симметрии профиля фазовой толщины Проходящая через эритроцитов волна от когерентного источника испытывает искривление волнового фронта (пространственную модуляцию), которая в интерференционном микроскопе преобразуется в распределение фазовой толщины h(x,y), закодированное в в цифровом виде в топограмме (рис. 32 а ,в). 
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Рис. 32. Фазовые изображения (топограммы) (а, в) и профили фазовой толщины (б, г) нормального эритроцита (дискоцит) и оксигенированного соответственно
Из ее сечения вдоль выбранной линии в профиле фазовой толщины эритроцита на рисунке 32 б, г были получены величины Δh1 и Δh2. В качестве безразмерного параметра, характеризующего степень неоднородности популяции эритроцитов, мы выбрали отношение фазовых толщин μ = Δh2/Δh1. Для дискоцита и сфероцита соответственно μ = 0,33 и μ ≈ 1. Для  оксигенированных эритроцитов этот параметр приобретал отрицательные значения. Эти параметры использовались также для вычислений значений рефрактерности в тороидальной Δn1 = Δh1/H1 и средней (плоской) Δn2 = Δh2/H2 частях дискоцита. 
Эритроциты готовились по стандартной методике (Faber D., Aalders M., Mik E. et al., 2004). Взятая из пальца капля крови разводилась в буферном растворе NaCl 1:10 и после седиментации в течение 5 минут при 100 g помещались в камеру Горяева. Оксигенация производилась медленным пропусканием шприцом 25 мл воздуха в течение 1-2 минут. Для контроля использовалась суспензия эритроцитов, насыщенная окисью углерода.

Препарат эритроцитов готовился следующим образом: кровь человека растворялась в физрастворе (0.9 % NaCl и 3.7 % раствора цитата натрия для предотвращения свертывания крови, при температуре 37ºС). После этого эритроциты отмывались от плазмы крови двукратным центрифугированием (400g, 10 мин), надосадочная жидкость сливалась, затем осадок ресуспендировался в 0.9 % NaCl и эритроциты помещались на кремниевую подложку под покровное стекло (рис. 31). 

Оксигенирование эритроцитов проводилось путем медленного пропускания 25 мл воздуха через 1 мл суспензии эритроцитов. Этим же способом происходило насыщение эритроцитов угарным газом (СО). При этом существенного изменения цвета раствора не наблюдалось.  

Характерное фазовое изображение и профиль фазовой толщины в диаметральном сечении эритроцитов показан на рисунке 32. Из полученных профилей можно было определить диаметр d на полувысоте, максимальную фазовую толщину Δh1 в тороидальной части и минимальную и Δh2 – в центральной, степень асимметрии и другие параметры. Неоднородность популяции эритроцитов проявлялась в размерах и значениях  толщин (Δh1, Δh2). 

[image: image112.png]



Рис.33. Гистограммы распределения параметра формы m для нормальных (а) и оксигенированных (б) эритроцитов

В качестве безразмерного параметра формы профиля фазовой толщины мы выбрали отношение высот μ=Δh2/Δh1. Использование этого параметра позволило произвести количественную оценку неоднородности популяции эритроцитов. Из гистограммы на рисунке 33 (а) виден максимум при μ=0,25–0,35, что согласуется с отношением геометрических толщин Н2/H1=0,33 нормальных дискоцитов в предположении их оптической однородности (Δn1=Δn2). Доля сфероцитов, которым соответствуют большие (μ=0,6 – 1,0) значения параметра, была мала (5%).

С целью подтверждения корректности интерпретации параметра формы для отрицательных значений фазовых толщин были произведены измерения эритроцитов в оптически более плотной среде – в смеси глицерина с водой. Результаты измерений в среде с концентрацией 90% <n0>=1,459 показаны на рисунке 34. 

Известно, что окись углерода активно связывается с гемоглобином и препятствует оксигенации эритроцитов. Поэтому были произведены измерения оксигенированных эритроцитов, предварительно насыщенных СО. Результаты показали, что изменений рефрактерности, характерных для оксигенации нормальных эритроцитов не произошло. Они по параметрам не отличались от неоксигенированных, но области с отрицательной рефрактерностью не наблюдались. Следующая часть работы заключалась в проведение контрольного эксперимента, который заключался в том, чтобы подавить транспортную функцию эритроцитов путем воздействия на клетку угарным газом СО, который попадая в клетку взаимодействует с  гемоглобином. Каждая молекула гемоглобина содержит четыре гема - порфириновых кольца, в центре которых находится атом железа, способный обратимо присоединять молекулу кислорода, образуя так называемый оксигемоглобин. Именно на атом железа и нацеливается угарный газ, образуя комплексное соединение (карбоксигемоглобин), неспособное переносить кислород. В конкуренции за гемоглобин угарный газ имеет выраженное преимущество перед кислородом - он быстрее реагирует с гемоглобином и образует более прочное, чем оксигемоглобин, соединение.
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Рис. 34. Гистограммы распределения рефрактерности во внутренней (а, в) и тороидальной части (б, г) в нормальном и оксигенированном состоянии соответственно. 

Кроме того, диссоциация карбоксигемоглобина в крови проходит очень медленно, и он постепенно накапливается (Lewis S.M., Bain B.J., Bates I., 2001). При воздействии СО на эритроциты их форма менялась (часть эритроцитов из дискоцитов превратилась в эхиноциты) однако области с отрицательной рефрактерностью обнаружены не были. При попытке восстановить эритроциты вторичным пропусканием кислорода через раствор, насыщенный угарным газом, форма эритроцитов изменилась, но областей с отрицательной рефрактерностью также не наблюдалось. 

Контрольный эксперимент подтверждает теорию о том, что карбооксигемоглобин - соединение более устойчивое и слабо восстанавливается действием кислорода.  
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Рис.35. Фазовые портреты (а) (c) и их сечения (b) (d) эритроцитов после воздействия СО и после воздействия (восстановления) кислородом.
Из этих результатов следует вывод о зависимости профиля фазовой толщины и параметра формы от функционального состояния эритроцитов.
Основная цель работы состояла в регистрации отклика отдельных эритроцитов на оксигенацию (рис 32).

В тороидальной части фазовая толщина заметно снижалась (Δh1=60 нм), а в плоской части – приобретала отрицательные значения (Δh2=-120 нм) относительно уровня вне клетки (120 нм). В гистограмме на рисунке 34 (б) виден пологий максимум при - μ=-2,5 – -1,0). Из рисунков 35 и 34 можно сделать вывод, что неоднородность популяции эритроцитов при оксигенации сохранялась, поскольку они у некоторых эритроцитов значения параметров формы были малы. Для подтверждения этого вывода на рисунке. 34 (а, б) приведены гистограммы рефрактерности в тороидальной (Δn1=Δh1/H1) и средней (Δn2=Δh2/H2) частях эритроцитов, в предположении формы дискоцита и постоянства геометрической толщины (H1=3 мкм и Н2=1 мкм). Из рисунка. 34 (а, б) следует, что для нормальных эритроцитов существует широкая область перекрытия в интервале Δn1 = Δn2 = 0,03-0,045 и это свидетельствует об их оптической однородности. Для оксигенированных эритроцитов на рисунке 34 (в, г) рефрактерности отличаются даже по знаку.
3.2. Характерные изменения формы эритроцитов при действии внешних факторов
Одним из наиболее существенных внешних факторов, влияющих на состояние эритроцитов, является изменение температуры образца под действием лазерного излучения. В большинстве случаев, при повышении температуры до 40-42ºС эритроциты меняли свою форму с дискицитов на сфероциты и происходил гемолиз. После отравления СО характерные для оксигенации изменения формы не наблюдались. Оптическая неоднородность эритроцитов и отрицательные значения фазовой толщины после оксигенации требует дополнительного обсуждения. 
Локализация «голосов» эритроцитов
Предложен новый метод интерактивного исследования локальной метаболической активности эритроцитов методом когерентной фазовой микроскопии. Динамические характеристики процессов, происходящих в эритроците, свидетельствую о метаболической природе флуктуаций фазовой толщины объекта. Приводятся результаты экспериментов, демонстрирующие локальность флуктуаций фазовой толщины эритроцитов и их зависимость от внешних условий. 
Понимание происходящих в эритроцитах процессов имеет фундаментальное значение для биофизики и медицины. Одним из проявлений этих процессов являются метаболически зависимые кооперативные флуктуации (Farkas N., Kang H., Tokumasu F. et al., 2009; Rao S., Bálint S., Cossins B. et al., 2009; Suga'r P.‌, Blaskó‌ K., Györgyi S. et al., 1989). Для исследования этих флуктуаций использовались методы темного поля (Popescua G., Parka Y., Choia W. et al., 2008), фазоконтрастной, Гильберт (Ikeda T., Popescu G., Dasari R.R., 2005), голографической и когерентной фазовой микроскопии (Игнатьев П.С., Вышенская Т.В., Тычинский В.П. c соавт., 2008; Игнатьев П.С., Василенко И.А., Вышенская Т.В. с соавт.; Ignatyev P.S., Tychinsky V.P., Vyshenskaya T.V. et al., 2008) и оптической фликкер спектроскопии (Вест Ч., 1982). 

Дискретные частотные компоненты в спектрах наблюдались методом когерентной фазовой микроскопии, но не были обнаружены оптической фликкер-спектроскопией. Метаболическая природа флуктуаций подтверждается зависимостью интенсивности и спектра флуктуаций от ингибиторов и стимуляторов (Tanaami T., Otsuki S., Tomosada N. et al., 2002;  Ikeda T., Popescu G., Dasari R.R., 2005; Lue N., Popescu G., Ikeda T., et al., 2006) возможные механизмы флуктуаций обсуждались в работах (Korcakova L., Pekarek J., Rovensky J. et al., 1976;  Kysela K., Philimonenko A. Philimonnenko et al., 2005) но причины их зависимости от внешних факторов и сейчас не вполне понятны.

Целью настоящих исследований было изучение влияния на пространственно временные флуктуации различных факторов: температуры биохимических стимуляторов и ингибиторов, электрических и магнитных полей.    

Метод динамической фазовой микроскопии, которым регистрировались в реальном времени пространственно-временные флуктуации фазовой толщины эритроцитов (голосов) заключается в периодическом сканировании профиля фазовой толщины объекта вдоль определенной линии (скан-линия). В результате, мы имеем возможность наблюдать флуктуации фазовой толщины объекта в каждой точке скан-линии, с временным разрешением порядка нескольких миллисекунд.
Для измерений выбирались эритроциты, имеющие форму дискоцита (рис. 36).
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Рис. 36. Фазовый портрет эритроцита
На первом этапе измерений методом растровой фильтрации (Иванов А.Б., Кретушев А.В., Игнатьев П.С. с соавт., 2007) выявлялись области метаболической активности. На фазовых портретах (рис.37) видно, что области активности располагались преимущественно на границах эритроцита и в его тороидальной части, при этом амплитуды флуктуаций были порядка 10-15 нм. Одной из важнейших задач на данном этапе было разделение внутренней динамики клетки и поперечных колебаний самого эритроцита. 

[image: image116.png]



Рис. 37. Фазовый портрет участка эритроцита (а), фазовый портрет участка эритроцита с нанесенными контуром областями метаболической активности (b), трек-диаграмма, записанная вдоль скан-линии в течение 14 сек. (с), поперечное сечение фазового портрета и интенсивность флуктуаций (пунктирная линия) (d).
На фазовом портрете выбиралась скан-линия, вдоль которой записывались и воспроизводились в реальном времени флуктуации фазовой толщины. В подавляющем большинстве случаев скан-линия проводилась горизонтально через области с максимальной амплитудой флуктуаций (рис. 37d) 

Выявленные в результате исследования контрастные частоты компоненты 2.5 и 2.8 Гц показали наличие регулярных динамических процессов, природу которых следовало установить методом ингибиторного анализа либо путем воздействия внешних факторов (например, температуры). Амплитуда локальных флуктуаций фазовой толщины объекта была максимальной 10нм в районе стенки углубления. Для определения природы этих флуктуаций на клетку было оказано тепловое воздействие, которое вызвало увеличение интенсивности локальных флуктуаций, однако при сопоставлении профилей эритроцита выяснилось, что изменение фазовой высоты вызвано поперечными колебаниями участка эритроцита (рис. 39).    
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Рис. 38. Пространственно-временной портрет (левая диаграмма) и спектральный портрет (правая диаграмма),  полученный при сканировании вдоль скан-линии (рис. 37). 
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Рис. 39. Пространственно-временной портрет эритроцита при повышении температуры на 2-3°С

Дальнейшее увеличение температуры приводило к искажению формы эритроцита и его последующему гемолизу.

Для подтверждения природы флуктуаций поводили эксперименты по корреляционному анализу, суть которого состояла в сопоставлении колебаний в различных точках сечения.  
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Рис. 40. Интенсивность флуктуаций в различных точках сечения эритроцита (слева) и флуктуации фазовой толщины эритроцита записанные в точках с максимальной амплитудой флуктуаций (справа). 

На рисунке 40 (справа) показано, что флуктуации фазовой толщины в точках с максимальной амплитудой происходят в противофазе, следовательно, эти колебания вызваны поперечными колебаниями самого эритроцита.    
Из полученных результатов следует, что на стенках эритроцита наблюдаются взаимные колебания на частотах 2.5-2.8 Гц (что соответствует частотам синтеза АТФ). Однако, из-за того, что большинство колебаний наблюдается в противофазе, следует вывод о том, что данные колебания вызваны поперечными колебаниями самого эритроцита. 

3.3. Фазовая интерференционная микроскопия при стрессе
 и патологии
Для выявления возможностей интерференционной микроскопии в характеристике не только поверхностных, связанных с морфологией клеток, но и метаболических показателей эритроцитов были проведены исследования эритроцитов при различных состояниях организма, в частности, при развитии стрессовой реакции в организме.

Так, исследование эритроцитов интактных животных и эритроцитов стрессированных животных показало заметное различие в фазовом портрете эритроцитов, что было сопряжено с изменением распределения клеток по  морфологии  и функциональному статусу (Дерюгина А.В. с соавт., 2018).
При сравнении фазового портрета эритроцитов, полученных от интактных животных и эритроцитов, полученных от стрессированных животных, были выявлены изменения размеров клеток, топографии и рельефа поверхности мембраны эритроцитов.

У стрессированных животных наблюдались существенные сдвиги соотношения дискоцитов и патологических форм эритроцитов в сторону увеличения последних, регистрировался выраженный анизоцитоз (табл. 2, 3). 
Отметим, что патологически измененные эритроциты вызывают нарушение микроциркуляции, вязкости в магистральных сосудах, а также образование микроагрегатов в микрососудах, что влечет микроэмболию с нарушением функции жизненно важных органов.

Таблица 2.
Типы эритроцитов интактных животных и животных, подвергшихся стрессу
	Группа
	Время после воздействия
	Типы эритроцитов, %

	
	
	Дискоцит
	Эхиноцит
	Стоматоцит
	Дегенер.

измененные

	Интактные
	1 час
	86,0 + 0,7
	11,0 +0,7
	2,5 + 0,3
	0,5 + 0,4

	
	1  сутки
	83,5+ 0,4
	13,0 +0,7
	2,5+0,3
	1,0 +0,1

	
	1 неделя
	82,5 +1,6
	12,5+0,3
	3,5+1,1
	1,5+0,4

	Стресс
	1 час
	36,5+2,4*
	40,0+2,1*
	19,0 +0,6*
	4,5+0,3*

	
	1 сутки
	54,5+2,6*
	35,0+2,3*
	7,0+1,4*
	3,5+0,3*

	
	1 неделя
	69,0 +1,4*
	22,5+0,3*
	6,0+0,7*
	2,5+0,3*


Примечание: * -  р< 0.05 отличие по отношению к интактной группе.

Таблица 3.
Размер эритроцитов в исследуемых группах животных
Примечание:* р<0,05 по отношению к интактной группе.

Интерферограммы интактных эритроцитов характеризовались практически равномерной клеточной мембраной, малым числом ее локальных повреждений, равномерным внутриклеточным распределением гемоглобина, что соответствует фазовому портрету дискоцитов (рис. 41). После стрессового воздействия диаметр клеток и толщина в области краев уменьшались, а размер центральной зоны увеличивался, имелась неравномерность распределения уровня гемоглобина в примембранных слоях изменялась архитектоника и количество отростков (рис. 42; 43)  (Deryugina A.V. et al 2018; 2019). 
При этом было показано, что у интактных животных эритроциты имеют достоверно меньшую высоту и диаметр по сравнению с группой стрессированных животных (Дерюгина А.В. с соавт, 2018).
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Рис. 41. Фазово-интерференционный портрет дискоцита интактных животных
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Рис. 42. Фазово-интерференционные портреты эритроцитов в группе стрессированных животных
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Рис. 43. Трехмерный фазовый портрет эритроцитов при стрессе: А – через 1 час: А-а –  эхиноцит,  А-в – сфероцит, А-с – дегенеративно-измененный эритроцит; В – через 1 сутки: В-а – эхиноцит, В-в- сфероцит и дегенеративно-измененный эритроцит; С – через 1 неделю, дискоцит
Регистрация длин волн фазовых портретов эритроцитов показала, что у интактных эритроцитов длины волн находились в области 500–600 нм, при стрессе в фазовом портрете преобладало увеличение длины волны до 600–650 нм. Данная динамика может быть опосредована несколькими процессами, происходящими в клетках. Так, характерные максимумы поглощения для оксигемоглобина (HbO2) наблюдаются на длинах волн 541 и 576 нм, для других форм гемоглобина с Fе2+ они также находятся в области 500–600 нм. При окислении железа и увеличении количества метгемоглобина происходит смещение спектра к 630 нм (Эрстенюк А.М., 2012). Кроме того, увеличение длины волны может свидетельствовать об увеличении плотности упаковки гемоглобина. В частности, показано, что наиболее характерно для порфиринов проявление молекулярной агрегации, которая существенно меняет физико-химические свойства веществ (Würthner F. еt al, 2011). Следует учитывать также, что выявленные изменения и представленные возможные пути, определяющие изменения фазового портрета могут являться следствием изменения внутpиклеточного метаболизма.

В наших экспериментах анализ окислительного метаболизма по концентрации малонового диальдегида (МДА) и энергетических процессов — по содержанию АТФ выявил, что при стрессе наблюдалось значительное увеличение окислительных процессов в клетке (в 3 раза по сравнению с интактными образцами) и снижение энергетических показателей (в 2 раза по сравнению с интактными клетками) (табл. 4). 

Таблица 4.
Концентрация МДА, АТФ, активности Na+-K+-АТФазы в эритроцитах интактных и стрессированных животных

Примечание: * -  р< 0.05 отличие по отношению к интактной группе.

Модификация метаболических процессов может опосредовать изменение  липидного и белкового компонентов. Увеличение концентрации МДА свидетельствует об усилении процессов липопероксидации мембран. 
Таблица 5. 

Характеристика белков эритроцитарных мембран исследуемых групп животных (%)

	Показатели
	Интактные (контроль)
	Стрессированные

	Спектрин α
	2,50± 0,44
	2,03± 0,65

	Спектрин β
	1,63 ±0,11
	1,21 ±0,31*

	Анкирин
	2,75± 0,15
	2,05± 0,25*

	Белок п.3
	23,22± 1,05
	21,75±1,01*

	Белок п.4,1
	10,74 ±5,56
	13,98 ±4,09

	Гликофорин А
	9,18±1,05
	11,91± 2,05

	Белок п.4.9
	12,88± 4,23
	11,99± 4,22

	Актин
	20,88 ±0,85
	21,04 ±2,06

	Гликофорин С
	16,22±0,34
	14,04± 0,23*


Примечание: * -  р< 0.05 отличие по отношению к интактной группе.

В свою очередь, исследование белкового спектра выявило, что эритроциты крови стрессированных животных имели сниженную концентрацию спектрина на 26%, анкирина на 25%, белка полосы 3 на 7%, гликофорина С на 15% относительно эритроцитов интактных животных (табл. 5) (Дерюгина А.В. с соавт., 2017, 2018; Deryugina A.V. et al 2018; 2019).
Анализ приведенных результатов фазовой микроскопии и функционально-структурных характеристик эритроцитов при стрессе показывает их взаимосвязь, что связано с изменением метаболизма реализующегося в морфологии эритроцитов: при стрессе регистрируется рост микроцитов и макроцитов с морфологически измененной структурой. Последовательность событий, по всей видимости, такова. При стрессе усиление процессов перекисного окисления липидов является универсальным механизмом повреждения клеток. Нарастание прооксидантных процессов вызывает повреждение клеток, нарушает состояние липидного и белкового компонента. Образующийся МДА, являющийся поперечно-сшивающим реагентом (Владимиров Ю.А., 2000), приводит к нарушению структуры липидного и белкового компонента мембраны, что отражается на активности работы АТФаз. Угнетение активности Na+,K+-АТФазы, выявленное в наших экспериментах (табл. 4), приводит к увеличению концентрации внутриклеточного Са2+ (вследствие активации Na+/Ca2+ обменного механизма). Повышение внутриклеточной концентрации Са2+ в клетках вызывает активацию Са2+-зависимых К+-каналов, которые усиливают вызванный ингибированием Na-K-АТФазы отток калия из клетки и приводят к изменению клеточного объема. Кроме того, известно, что увеличение концентрации внутриклеточного кальция вызывает активацию скрамблазы, определяющей экспозицию фосфотидилсерина на внешнюю поверхность эритроцитов; активацию трансглутаминазы, перекресно сшивающей белки мембраны; стимуляцию мембранных фосфолипаз С и А; активацию различных протеинкиназ; стимуляцию  калпаинов (Andrews D.A., 2002; 
Maellaro E. et al. 2011). Активированный в эритроцитах калпаин может, в свою очередь, протеолитически стимулировать каспазу 3, субстратами которой являются спектрин и актин (Wang K.K.W., 2000). Выход фосфотидилсерина на внешнюю поверхность эритроцитов вызывает изменение формы с образованием эхиноцитов и стоматоцитов (Koshkaryev A. et al. 2003). Увеличение внутриклеточного кальция индуцирует необратимый сфероцитоз. Образование сферизованных форм указывает на нарушение осмотического баланса эритроцитов, связанного с выходом гемоглобина и нарастанием предгемолитического состояния (Крылов В.Н. с соавт., 2015).

Таким образом, фазовая картина эритроцитов на фоне стресса, полученная с использованием лазерной интерференционной микроскопии, свидетельствует об изменении морфологии эритроцитов, которое сопровождается перераспределением плотности клеток и их поверхностной архитектоникой, что может зависеть от метаболической активности эритроцитов. Применение лазерной интерференционной микроскопии является хорошим аналогом классической микрофлюориметрии. Полученные изображения эритроцитов позволяют исследовать морфологию клеток и рельеф, сопряженный с их физиологическим метаболическим состоянием, что дает возможность анализировать физиологический статус клеток.

Нарастание полиморфизма эритроцитарной популяции, появление в периферической крови патологических форм эритроцитов является не случайным фактором, а отражает нарушение основных констант периферической крови и гомеостаза организма в целом, что может с успехом использоваться в медицине. 

На сегодняшний день одним из актуальных направлений современной науки является трансляционная медицина, связанная с разработкой и внедрением результатов фундаментальных исследований в практическое здравоохранение и дающая возможность врачу перейти к персонализированной медицине с использованием возможностей новых способов диагностики и оценки эффективности проводимого лечения (Дерюгина А.В. с соавт., 2018).

 Для верификации метода лазерной интерференционной микроскопии в качестве надежного диагностического критерия нами проведены исследования крови пациентов с сердечнососудистыми, бронхолегочными, гинекологическими и гастроэнтерологическими заболеваниями ((Дерюгина А.В. с соавт., 2018; 2019).

Выявлено, что при всех видах патологии наблюдалось увеличение количества эхиноцитов. При сердечно-сосудистых и пульмонологических заболеваниях пойкилоцитоз менее выражен, чем при гастроэнтерологических и гинекологических. На фоне пульмонологических и гинекологических заболеваний увеличивалась сферичность эритроцитов. Не исключено, что увеличение количества эхиноцитов вызвано усилением окислительных процессов в клетках и появлением в них гемина. 
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Рис. 44. Фазовый портрет (слева) и фазовый профиль (справа) эритроцитов: а — при сердечно-сосудистых заболеваниях; б — при гастроэнтерологических заболеваниях; в — при пульмонологических заболеваниях; г — при гинекологических заболеваниях
Проведение терапии при всех видах патологии способствовало снижению доли морфологически измененных форм эритроцитов. Однако, если фазовый профиль дискоцита здоровых людей характеризовался близкой к равномерной ультраструктурой мембран и внеклеточного содержимого (рис. 45 – 1а, б), то дискоциты больных имели негладкую форму с выростами имели неоднородную поверхность с тонкими спикулами (рис. 45 – 2а, б). Появление неровностей на поверхности клеток может быть обусловлено начальной стадией перехода дискоцитов в эхиноциты, формирование которых сдерживается адаптационными процессами в клетке. 
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Рис. 45. Фазово-интерференционные портреты (а) и фазовые профили (б) эритроцитов периферической крови здоровых доноров (1а, 1б), пациентов до (2а, 2б) и после (3а, 4б) курса терапии.

Данные лазерной интерферометрии эритроцитов нами были сопоставлены с результатами изучения электрофоретической подвижности  эритроцитов (ЭФПЭ) и стандартными клинико-лабораторными исследованиями. Ранее было установлено 
(Крылов В.Н. с соавт.. 2010;  Антипенко Е.А. с соавт.. 2011;  Антипенко Е.А. с соавт. 2015; Deryugina A.V., 2017), что изменение ЭФПЭ позволяет характеризовать развитие стресс-реакции и включение адаптационных резервов организма. В частности, снижение ЭФПЭ наблюдается при активации симпатоадреналовой системы, тогда как рост ЭФПЭ связан с активацией гипофизарно-надпочечниковой системы и повышением резистентности организма (Deryugina A.V. et al 2018; 2019). Исследование клинико-лабораторных показателей крови и ЭФПЭ больных выявило их значимые изменения после проводимой терапии при исследуемых видах патологий. Так, рост лейкоцитов и СОЭ до лечения при всех видах заболеваний сочетался с уменьшением ЭФПЭ, тогда как снижение этих показателей в ходе терапии сопровождалось увеличением ЭФПЭ. При этом чувствительность ЭФПЭ к изменению гомеостаза организма была выше по сравнению с другими показателями, что проявилось в статистической значимости ее изменении при всех патологиях в отличие от клинико-лабораторных показателей, значимость которых не всегда была выражена. Анализируя изменения фазового портрета, ЭФПЭ и клинико-лабораторных показателей крови при разных патологиях до и после лечения, можно полагать, что изменения фазового портрета эритроцитов не зависят от этиологии заболевания и носят типовой характер, что может, является маркерной характеристикой здорового и больного организма (Deryugina A.V. et al 2018; 2019).
Заключение

Система крови служит надежным клиническим показателем оценки состояния организма, а изучение морфологии эритроцитов при различной патологии  представляет большой интерес в связи с их участием в процессах гомеостаза всего организма. Эритроцит – универсальная модель для изучения процессов, происходящих на клеточной мембране под действием самых различных агентов. Детальное исследование изменений морфофункциональных показателей эритроцитов под влиянием различных раздражителей позволяет полнее установить возможные последствия и определить наиболее эффективные пути их коррекции. Выявление функциональных морфологических и биохимических изменений в эритроцитах имеет существенное значение, как в теоретическом, так и практическом аспектах для изучения последствий чрезвычайных раздражений на уровне клеток. 

Особый интерес представляет сопоставление физиологических и функциональных данных с морфометрическими, так как размеры и форма эритроцитов являются существенными факторами, определяющими динамику оксигенации-деоксигенации гемоглобина, и играют заметную роль в деформируемости, фильтруемости и элиминации эритроцитов из сосудистого русла. 
Применение интерференционной микроскопии является хорошим аналогом классической микрофлюориметрии. Полученные изображения эритроцитов позволяют исследовать морфологию клеток и рельеф, сопряженный с их физиологическим метаболическим состоянием, что дает возможность анализировать физиологический статус клеток и раскрывает широкие возможности использования данного метода в медицине.
Формирование новых методов исследования морфологии эритроцитов для развития диагностики и терапии заболевании, внедрение сложного научно-технического оборудования, в том числе интерференционной микроскопии, позволяет оптимизировать процессы диагностики, лечения, прогнозирования исходов заболеваний и их профилактики.
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Группа


животных�
Время


�
Нормоциты


(7-7,7 мкм)�
Микроциты


(менее 6 мкм)�
Макроциты (более 8 мкм)�
�
Интактные


�
1 час�
85,0+0,7�
7,0+1,1�
8,0+0,7�
�
�
1 сутки�
82,0+1,3�
8,50+1,1�
9,5+1,1�
�
�
1 неделя�
82,5+1,7�
8,50+0,4�
9,0+1,4�
�
Адреналин �
1 час�
34,0+0,7 *�
53,5 +1,0 *�
12,5+1,7*�
�
�
1 сутки�
54,50+5,30*�
35+3,53*�
10,50+1,3


�
�
�
1 неделя�
77,0+1,4*�
14,5 +0,3*�
8,5+1,1�
�
 





Показатель


�
МДА�
АТФ�
Na+-K+-ТФаза�
�
Интактные�
1,91±0,33�
4,27±0,52�
3,24±0,50�
�
Стресс�
3,04±0,49*�
1,61±0,76*�
2,20±0,45*�
�
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