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Введение

В настоящее время ак шейки матки
(РШМ) является одним из наиболее распро-
страненных заболеваний. Эпидемиологиче-
ские и вирусологические исследования
подтверждают, что 95 % всех плоскоклеточных

раков шейки матки содержат ДНК ВПЧ 16,18. К

концу 2020 г. по данным Международного

агентства по изучению рака GLOBOCAN, РШМ

входит в первую десятку раковых заболеваний

по оценкам заболеваемости и смертности. В

2020 г. было зарегистрировано 604 127 новых
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Во всем мире продолжает увеличиваться число больных c диагнозом рак шейки матки. Несмотря
на интенсивное развитие методов диагностики и терапии, наблюдаются явления рецидивов в
условиях отсутствия четкого объяснения их возникновения и метастазирования, усложняющего
терапию и влияющего на выживаемость пациентов. В связи с этим существует необходимость
разработки новых методов исследования для более детального изучения возникновения и разви-
тия заболевания на молекулярном и клеточном уровнях, а также эффективности лечения и при-
чин возникновения рецидивов.

В данной работе проводятся исследования наночастиц на поверхности эритроцитов, выявлен-
ные ранее авторами методом растровой электронной микроскопии, и приводятся результаты ис-
следования образцов крови пациентов с раком шейки матки с представлением нового метода
пробоподготовки и с использованием иммунофлуоресцентного анализа по их идентификации,
проведенной на основе предположения о том, что эти наночастицы являются вирусными части-
цами.

В результате совместного использования методов иммунофлуоресцентного анализа и электрон-
ной микроскопии подтверждена гипотеза о вирусной природе наночастиц, локализованных на
поверхности эритроцита у пациентов с раком шейки матки. С помощью данной методики уста-
новлено, что на цитоплазматической мембране эритроцитов находятся частицы вируса папил-
ломы человека (ВПЧ) 16 и 18. Результаты данного исследования свидетельствуют о том, что виру-
сы циркулируют в крови пациента, прикрепляются на поверхности эритроцитов и это, видимо,
влияет на развитие рака шейки матки, его рецидивов и метастазирования.

Ключевые слова: иммунофлуоресцентный анализ, эритроциты, вирус папилломы человека 16,
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и 341 831 смертельных случаев РШМ, а к
2040 г. заболеваемость всеми видами рака
возрастет более чем на 19 млн [1, 2].

Итак, несмотря на разработки новых ком-
плексных мер и профилактики по борьбе с
РШМ, методов ранней диагностики и высоко-
технологичного лечения, ожидается еще боль-
ший рост заболеваемости РШМ. Кроме того,
наблюдаются частое возникновение рецидивов
РШМ после различных видов радикальной те-
рапии, в том числе после лучевой терапии (ЛТ)
на ранних стадиях развития заболевания, и яв-
ление метастазирования, усложняющее тера-
пию и влияющее на выживаемость пациентов
[3–8]. Отметим, что на данный момент не суще-
ствует четкого объяснения рецидивов данного
заболевания. В связи с этим существует не-
обходимость разработки новых методов иссле-
дования для более детального изучения воз-
никновения и развития заболевания на моле-
кулярном и клеточном уровнях, а также эффек-
тивности лечения и причин возникновения ре-
цидивов.

Известно, что вирус папилломы типов 16
и 18 является причиной возникновения РШМ.
Около 99,7 % его случаев вызвано персисти-
рующей генитальной инфекцией, индуциро-
ванной вирусом папилломы человека высокого
риска. Вирус обычно поражает кожно-слизи-
стый эпителий и продуцирует вирусные части-
цы в зрелых эпителиальных клетках, а затем
вызывает нарушение нормального контроля
клеточного цикла и стимулирование неконтро-
лируемого деления клеток, что приводит к на-
коплению генетических повреждений [9].

Согласно полученным ранее авторами ре-
зультатам исследований морфологии эритро-
цитов образцов крови пациентов с РШМ мето-
дом растровой электронной микроскопии
(РЭМ) на поверхности эритроцитов были обна-
ружены наночастицы (НЧ), размеры которых
были сопоставимы с размерами вируса папил-
ломы человека 16 и 18 (ВПЧ16, 18) и других ви-
русов [10]. В связи с этим возникла необходи-
мость идентификации этих НЧ – определения
их природы, а также объяснения зависимости
морфологии эритроцитов от ЛТ. Было предпо-
ложено, что НЧ, локализованные на поверхно-
сти эритроцитов, до, в ходе и после ЛТ могут яв-
ляться вирусами и везикулами [11]. Терминоло-
гически внеклеточные везикулы (с раз ме ра ми
от 30 до 2000 нм) делят на: микро -
везикулы/микро частицы/эктосомы, образую-
щиеся в результате выпячивания и отделения

плазматической мембраны от внешней сторо-
ны клеток; экзосомы, формирующиеся в ре-
зультате высвобождения мультивезикулярных
тел за счет отделения участков плазматической
мембраны во внутреннюю часть клетки; апоп-
тотические тела, высвобождаемые из клеток
при их апоптотическом повреждении. Различ-
ные экстремальные стрессовые воздействия
меняют выраженность, локализацию и струк-
туру секретируемых клетками везикул [12]. Из-
вестно, что внеклеточные везикулы включают
в себя разнообразную группу связанных с ли-
пидами наночастиц, которые высвобождаются
большинством типов клеток как в нормальных,
так и в патологических состояниях [13]. Экзосо-
мы вовлечены в ключевые процессы клеточной
коммуникации [14], они были найдены во всех
биологических жидкостях человеческого тела,
таких как кровь [15], слюна [16], слезы [17] и т.д.
Эти частицы достаточно малы и стабильны для
проникновения в из различных тканей в биоло-
гические жидкости и клетки мишени.

Кроме того, ранее авторами была уста-
новлена зависимость количества, морфологии
и размеров этих частиц в зависимости от эта-
пов ЛТ. Возникновение большого количества
НЧ во время ЛТ и их изменение (вплоть до пол-
ного исчезновения в конце лечения) в крови (и
на эритроцитах, и в плазме), размеры которых
определялись как непрерывные величины, в
отличие от НЧ, которые обнаруживались до ЛТ
(только на эритроцитах), размеры которых
определялись как дискретные величины, могут
рассматриваться как факторы реакции орга-
низма человека на воздействие ионизирующее
излучение во время ЛТ. У некоторых пациентов
(у пациентов с третьим и четвертым стадиями
развития рака) наличие мембраносвязанных
НЧ вероятно, обусловлено структурами на по-
верхности эритроцита, которые существовали
еще до ЛТ. Вероятно, эти НЧ (частицы, которые
сохраняют свое количество во время терапии)
являются вирусами. И вирусы, сохраняющиеся
в крови после терапии, и везикулы, локализо-
ванные на поверхности мембраны эритроцита,
могут быть факторами возникновения рециди-
вов заболевания. Возможно, что возникнове-
ние большого количества везикул в крови во
время ЛТ связано, в частности, с измененными
свойствами мембран дисморфных эритроци-
тов [11].

В исследованиях Inci Fatih et al проводи-
лись исследования по выявлению вирусов в
крови. Так были использованы методы атомной
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силовой микроскопии, растровой сканирую-
щей электронной микроскопии (РЭМ) и нано-
плазмонного обнаружения, с помощью кото-
рых можно было обнаруживать и количествен-
но определять интактные вирусы иммунодефи-
цита человека, не повреждая структуру и ха-
рактеристики вирусов, включая их капсидную
структуру [18]. В исследовании безопасности
переливания доноров крови, их конкретных ре-
ципиентов и лиц, получавших компоненты
крови и препараты для лечения гемофилии,
были проведены исследования вероятности пе-
редачи вируса герпеса, ассоциированного с
саркомой Капоши при переливании крови. Об-
разцы сыворотки крови были протестированы
методом иммунофлуоресцентного анализа на
наличие антител к ядерному антигену, специ-
фичный к клеткам, латентно инфицирован-
ным вирусом, однако передачи вирусной ин-
фекции не было обнаружено, вероятно из-за
низкой чувствительности использованного ме-
тода [19].

Обнаружение этих вирусов по-прежнему
представляет собой значительные биологиче-
ские и инженерные проблемы. Биологические
проблемы возникают из-за присутствия мно-
жества подтипов вирусов, что затрудняет до-
стижение повторяемой и надежной эффектив-
ности их обнаружения из клинических образ-
цов без необходимости длительных этапов под-
готовки.

Таким образом, для подтверждения пред-
положения авторов были необходимы исследо-
вания природы и состава НЧ эритроцитов с по-
мощью биохимических методов,в частности
иммунофлуоресцентным анализом (МФА). За-
дача данной работы заключалась в исследова-
нии НЧ, локализованных на мембране эритро-
цита – предположительно ВПЧ 16, 18, до и
после проведения ЛТ, у пациентов с РШМ. Ре-
зультаты подобного исследования в дальней-
шем позволят оценить иммунологическую роль
таких эритроцитов при развитии заболевания.

Материал и методы исследования

В данном исследовании были использова-
ны образцы венозной крови 17 пациентов
Якутского республиканского онкологического
диспансера с подтвержденным диагнозом
РШМ, проходивших лучевую терапию. Иссле-
дование было проведено в соответствии с эти-
ческими принципами медицинских исследова-

ний с участием человека, принятыми 18-й Ге-
неральной ассамблее Всемирной медицинской
ассоциации, Хельсинки, Финляндия, июнь
1964 г., и с поправками, внесенными 52-й Гене-
ральной ассамблеей Всемирной медицинской
ассоциации, Эдинбург, Шотландия, октябрь
2000 г. Было получено одобрение местного ко-
митета по биомедицинской этике Северо-Вос-
точного федерального университета им. М.К.
Аммосова (протокол № 13 от 4 апреля 2018 г.,
решение № 2). Все пациенты дали свое пись-
менное информированное согласие на участие
в исследовании.

Для исследования поверхности эритро-
цитов методом РЭМ были подготовлены образ-
цы венозной крови пациентов с РШМ в виде
тонких слоев, равномерно нанесенных на сухое
обезжиренное предметное стекло, которые вы-
сушивались в условиях комнатной температу-
ры.

Для обнаружения наночастиц на поверх-
ности эритроцитов методом МФА был разрабо-
тан специальный протокол пробоподготовки
эритроцитарной массы крови пациентов с ди-
агнозом РШМ.

Пробоподготовка

Образцы крови, собранные в пробирки с
ЭДТА, центрифугировали в течение 5 минут
при 600g, затем сливали су пер на тант а осадок
помещали в 15 мл центрифужную пробирку
для дальнейшей промывки фосфатным буфе-
ром (PBS). Следует отметить, что мы старались
брать в основном центральную часть осадка, не
касаясь верхней границы фаз и дна пробирки,
где концентрируются различные ядросодержа-
щие клетки и другие элементы крови.

После переноса эритроцитарной фрак-
ции общий объем суспензии доводился до
10 мл при помощи PBS, после чего образцы
центрифугировали в течение 5 минут при 600g.
Процедуру промывки фосфатным буфером по-
вторяли 3–4 раза.

Клетки фиксировали 1 % раствором па-
раформальдегида (PFA) в PBS. Для этого к отмы-
тому осадку добавляли фиксирующий раствор,
доводя общий объем до 10 мл и далее аккурат-
но перемешивали переворачиванием пробирки
несколько раз и инкубировали в течение
15 мин при комнатной температуре.

Фиксирующий раствор удаляли центри-
фугированием при тех же условиях, а осадок
промывали 2 раза раствором FACS (2 % телячь-
ей сыворотки в PBS). На этом этапе образцы
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были готовы к иммунофлуоресцентному анали-

зу.

Иммунофлуоресцентный анализ

Данный метод широко используется в со-

временной клеточной и молекулярной биоло-

гии и достаточно подробно описан во многих

работах. В нашем случае суспензия фиксиро-

ванного образца была разбавлена при помощи

FACS раствора в соотношении 1:3 (250:750 мкл

соответственно). 100 мкл разбавленного образ-

ца переносили в чистую пробирку типа

эппендорф и аккуратно добавляли 1 мкл пер-

вичных антител с последующей инкубацией в

течение ночи при +4°С. В качестве первичных

антител были использованы мышиные моно-

клональные антитела против белков ВПЧ ти-

пов 1, 6, 11, 16, 18 и 31 MAB837 (Sigma-Aldrich).

После инкубации образец центрифугиро-

вали в течение 5 минут при 800g, сливали су-

пернатант и промывали 3 раза раствором

FACS, после промывки к образцу,

растворенному в 500 мкл раствора FACS

добавляли 2 мкл вторичных антител, которые

были представлены козьими поликлональны-

ми антителами против H и L цепей мышиных

иммуноглобулинов, конъюгированными с

флуоресцеином (FITC) (Stemcell Technologies,

кат. # 60138FI). Сухие мазки были подготовле-

ны после часовой инкубации образцов с анти-

телами и визуализированы при помощи микро-

скопа AxioVert.A1 (Zeiss) с флуоресцентным

фильтром FITC.

Сканирующая электронная микроскопия

В данной работе использовали РЭМ JEOL
7800 F c термополевым катодом Шоттки в ре-
жиме детектирования вторичных электронов с
поверхности образцов для получения изобра-
жения поверхности эритроцитов крови паци-
ентов с РШМ для подтверждения наличия на
них НЧ на поверхности эритроцитов до и после
ЛТ. Для этого готовились сухие мазки венозной
крови, полученные у тех же 17 пациентов до
проведения пробоподготовки для исследова-
ний методом МФА. Мазки исследовали при
ускоряющем напряжении 1,3 кВ и фокусном
расстоянии 4,0 мм с использованием системы
Gentle Beam.

Результаты и обсуждение

В данной работе, параллельно были про-
ведены исследования одних и тех же образцов
цельной венозной крови пациентов с РШМ раз-
ными методами: 1) исследование морфологии
эритроцитов сухих мазков методом РЭМ; 2) ис-
следование эритроцитов методом МФА. 

На рис. 1 представлены РЭМ-изображе-
ния поверхности эритроцитов сухого мазка
крови пациентки с РШМ. На эритроцитах вы-
явлены НЧ, размеры которых сопоставимы с
размерами ВПЧ 16, 18.

На рис. 2 и 3 представлены изображения
эритроцитов образцов крови – эритроцитарной
массы крови, полученной на основе разрабо-
танного нами нового описанного выше прото-
кола пробоподготовки пациентов с РШМ, до
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Рис. 1. РЭМ-изображение поверхности эритроцита: а) при 20000; б) при 40000
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лучевой терапии. Эти изображения получены с

помощью флуоресцентного микроскопа при

различных увеличениях и условиях проведе-

ния микрофотографирования: с фазовым конт-

растом и при флуоресцентном режиме. На

изображениях видны свечения на поверхности

некоторых эритроцитов, тем самым подтвер-

ждаются предположения авторов о том, что на-

блюдаемые на РЭМ-изображениях наночасти-

цы могут являться вирусными частицами.

Для обнаружения ядро-содержащих кле-

ток образцы также были окрашены красителем

Hoechst 33342, однако мы не обнаружили све-

тящихся ядер в ультрафиолетовом спектре, что

также свидетельствует о том, что обнаружен-

ные нами светящиеся элементы являются

эритроцитами.

Кроме того, было выявлено, что свечение

на поверхности эритроцитов наблюдается в об-

разцах пациентов до и после ЛТ, т.е. эти части-

цы были и до проведения ЛТ и никак не связа-

ны с воздействием ионизирующего излучения.

В наших предыдущих работах [10,11], ко-

торые явились основополагающими для данно-

го исследования необходимости дифференци-

ровки НЧ на поверхности эритроцитов (опреде-
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Рис. 2. Микрофотографии эритроцитов пациента с РШМ (200) A) фазовый контраст; B) флуоресцентный
режим

Рис. 3. Микрофотографии эритроцитов пациента с РШМ (400) A) фазовый контраст; B) флуоресцентный
режим



ления отличия НЧ как везикул и вирусов, кото-
рые наблюдаются на поверхности эритроцитов
в виде НЧ) не хватало достаточных результатов
исследований в пользу определения НЧ на по-
верхности эритроцитов как вирусов. И резуль-
таты данного исследования являются тем са-
мым необходимым звеном в определении этих
НЧ как вирусов.

Кроме того, другой группой исследовате-
лей было показано, что поверхностные рецеп-
торы и лиганды экзосом ответственны за рас-
пределение и прикрепление экзосом к клеткам
мишеням и внеклеточному матриксу [20, 21].
Как следствие, экзосомы циркулирующие в
крови и прикрепляемые к форменным элемен-
там крови, не подвергаются немедленному
слиянию с клеткой, а остаются на какое-то вре-
мя экзосомами, прикрепленными к поверхно-
сти клетки. Роль циркулирующих экзосом, при-
крепленных к поверхности эритроцитов, в рас-
пространении опухоли остается неясной, одна-
ко были получены убедительные доказатель-
ства того, что РНК и белки входящие в состав
таких частиц, могут играть важную роль в ди-
агностике раковых заболеваний [22, 23].

Размеры вириона вируса папилломы
человека составляют около 55 нм. Такие разме-
ры нами были определены для наночастиц на
поверхности эритроцитов методом РЭМ. Факт
того, что наночастицы сходных размеров могут
быть обнаружены в крови [24] и то, что в крови
были обнаружены участки ДНК РШМ [25] мо-
жет свидетельствовать о том, что часть из этих
везикул могут являться вирусами.

Таким образом, основываясь на результа-
ты данной работы и других исследователей
можно утверждать, что вирус папилломы чело-
века может прикрепляться и транспортиро-
ваться на поверхности эритроцитов, влияя на
их морфологию, биофизические свойства, и,
возможно, играть определяющую роль в разви-
тии заболевания, иметь влияние на результаты
терапии и рецидивов заболевания.

Также в последнее время были получены
существенные доказательства, свидетель-
ствующие о том, что ВПЧ может играть опреде-
ленную роль в развитии рака молочной железы
(РМЖ). Однако данные, связывающие РМЖ с
хронической ВПЧ-инфекцией, были противо-
речивыми, что привело к отсутствию консенсу-
са [26, 27].

Поэтому в дальнейшем нами планируется
проведение исследования эритроцитов крови
пациентов с РМЖ, используя разработанные

нами методы исследования эритроцитов для

РШМ.

Кроме того, на основе данного и после-

дующего исследований может быть выявлена

роль эритроцитов в возникновении различных

видов заболеваний, в том числе и заболеваний

почек. Действительно, с помощью РЭМ нами

были выявлены наночастицы на поверхности

эритроцитов сухих мазков крови пациентов с

заболеваниями почек по размеру сопостави-

мые с размерами вирусов, таких как ЦМВ, гер-

пес-вирус.

Заключение

В результате комплексного подхода и со-

вместного использования методов иммунофлу-

оресцентного анализа и электронной микро-

скопии подтверждена гипотеза о вирусной при-

роде наночастиц, локализованных на поверх-

ности эритроцита у пациентов с раком шейки

матки. С помощью данной методики установле-

но, что на цитоплазматической мембране эрит-

роцитов находятся частицы вируса папилломы

человека 16 и 18. Результаты данного исследо-

вания свидетельствуют о том, что вирусы цир-

кулируют в крови пациента, адсорбируются на

поверхности эритроцитов, и это влияет на

этиологию и развитие некоторых вирусных за-

болеваний, в первую очередь онкологических

заболеваний и их рецидивов.

Полученную методику можно рассматри-

вать как новый подход в разработке системной

нанобиотехнологии для биомедицины (в про-

филактике, диагностике, мониторинге тера-

пии рака шейки матки и проведении прогно-

стических исследований пациентов с раком

шейки матки). Данная методика также может

быть использована в исследовании и диагно-

стике других видов вирусных заболеваний.

Работа выполнена при финансовой под-

держке проекта № FSRG-2021-0014 “Разработ-

ка и внедрение новых комплексных подходов

исследования актуальных задач медицины,

сельского хозяйства, промышленности, в том

числе, обработки драгоценных камней, а также

палеонтологии, биологии, вирусологии с при-

менением методов спектроскопии, микроско-

пии и радиационных технологий”, а также Эн-

даумент Фонда СВФУ им. М.К. Аммосова.
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EXAMINATION OF THE SURFACE OF ERYTHROCYTES OF PATIENTS WITH CERVICAL CANCER
BY IMMUNOFLUORESCENCE ANALYSIS

S.N. Mamaeva1, V.A. Alekseev2, I.V. Kononova2, N.A. Nikolaeva1, T.A. Krylova1, 
A.N. Pavlov1, A.A. Gabysheva1, G.V. Maksimov3

1 M.K. Ammosov North Eastern Federal University, Yakutsk, Russia
2 Yakutsk Scientific Center of Complex medical Problems, Yakutsk, Russia

3 Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russia

The number of patients diagnosed with cervical cancer continues to increase all over the world. Despite
the intensive development of diagnostic and therapy methods, the phenomenon of relapses in the ab-
sence of a clear explanation for their occurrence, and of metastasis are observed, which complicates
treatment and affects the survival of patients. In this regard, there is a need to develop new research
methods for a more detailed study of the occurrence and development of the disease at the molecular
and cellular levels, as well as the effectiveness of treatment and the causes of relapses.

In this paper, nanoparticles are studied on the surface of red blood cells, which were revealed by the au-
thors using scanning electron microscopy previously, and results of the study of blood samples of pa-
tients with cervical cancer using a new sample preparation method and immunofluorescence analysis
for their identification are presented on the basis of the assumption that these nanoparticles are viral
particles.

With the combination of immunofluorescence and electron microscopy methods, we were able to con-
firm our hypothesis of the viral nature of nanoparticles attached to the surface of red blood cells of pa-
tients diagnosed with cervical cancer. With this approach, it was found that the particles of human pa-
pillomavirus 16 and 18 are located on the cytoplasmic membrane of red blood cells. The results of this
study indicate that viruses circulate in the patient's blood, and are attached to the surface of red blood
cells. This apparently affects the development of cervical cancer, its relapse, and metastasis.

Key words: immunofluorescence analysis, erythrocytes, HPV 16, 18, cervical cancer, scanning electron
microscope
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