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ИССЛЕДОВАНИЕ ВЛИЯНИЯ 
ИМПУЛЬСНОГО ИНФРАКРАСНОГО ИЗЛУЧЕНИЯ 

НА ОПТИЧЕСКИЕ И РЕЗИСТЕНТНЫЕ К ГЕМОЛИЗУ СВОЙСТВА ЭРИТРОЦИТОВ 
 

Резистентность к гемолизу эритроцитов, находящихся в лизирующем изотоническом водном растворе хлори-
да аммония, проявляется в динамике изменения их оптических свойств. Оптические свойства эритроцитов реги-
стрировались по светорассеянию от одиночных клеток на сканирующем проточном цитометре. Эксперименталь-
но показано, что в процессе гемолиза динамика изменения интегральной интенсивности светорассеяния 
эритроцитов различается для облученной и необлученной крови. Проведено сравнение данного эффекта при воз-
действии на цельную кровь терагерцового импульсного излучения лазера на свободных электронах и инфракрас-
ного излучения непрерывного СО2 лазера той же средней мощности в двух режимах облучения – непрерывном и 
прерывистом. На основе полученных результатов можно сделать предположение, что наблюдаемый эффект от 
импульсного инфракрасного излучения малой средней мощности вызван нестационарным тепловым нагревом 
эритроцитов. 

Ключевые слова: эритроциты, импульсное инфракрасное излучение, лазер на свободных электронах, гемолиз, 
сканирующий проточный цитометр. 

 
 
Введение 
 
Изучение биологических объектов явля-

ется одним из традиционных направлений 
исследований с применением инфракрасно-
го излучения, а в последнее время все боль-
ший интерес у исследователей вызывает его 
терагерцовый диапазон. Работы в это й об-
ласти можно разделить на два типа: 1) ис-
пользование терагерцового излучения для 
«зондирования» (спектроскопия [1; 2; 3], 
получение изображений [4; 5; 6], детектиро-
вание [7] и пр.) и 2) воздействие излучения 

на биологические объекты разного уровня 
организации (многоклеточные [8; 9], клетки 
[10; 11], биомолекулы [12; 13]). Появление и 
распространение лазеров на свободных 
электронах (ЛСЭ) решило проблему источ-
ников импульсного лазерного излучения 
достаточной мощности и произвольной 
длины волны терагерцового диапазона для 
биологических исследований [14; 15]. До 
настоящего времени, большинство работ в 
этой области было посвящено исследова-
нию тонких пленок или обезвоженного био-
логического материала. Это объясняется 
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тем, что обычно в нативных биологических 
объектах существенную долю занимает во-
да, которая хорошо поглощает инфракрас-
ное излучение, в том числе и в терагерцовом 
диапазоне. Обращая внимание на спектр 
поглощения воды [15] на рис. 1 видно,  
что экстинкция воды меняется от 102 до  
104 см–1 в диапазоне от 0,1 до 20 ТГц. Это 
ограничивает глубину проникновения излу-
чения диапазоном от единицы до сотни 
микрон. Интересно, что в этом диапазоне 
находятся размеры биологических клеток, 
что в принципе позволяет «просветить на-
сквозь» нативную (живую) клетку терагер-
цовым излучением. Однако в литературе 
встречается относительно мало работ, по-
священных воздействию терагерцового из-
лучения на клетки [10; 11]. Это связано с 
тем, что требуется особая методика, при ко-
торой воздействующее излучение сущест-
венно не поглощается средой, окружающей 
клетку, и при этом клетка остается натив-
ной. Другая проблема при работе с клетками 
заключается в получении статистически 
достоверной информации, требующей изме-
рения большого количества клеток, так как 
каждая клетка может вести себя в экспери-
менте по-разному. 
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Рис. 1. Коэффициент поглощения воды 

при комнатной температуре [15] 
 
 
Одним из процессов, позволяющих вы-

явить физиологическое изменение в под-
вергшихся облучению эритроцитах, может 
служить их лизис (гемолиз) в изотониче-
ском водном растворе хлорида аммония 
NH4Cl [16]. В процессе гемолиза вследствие 
проникновения ионов NH4

+ внутрь клетки 
эритроциты сначала увеличиваются в объе-
ме, меняя форму от нативной (двояковогну-
тый диск) до сферической, а затем лопаются 
от нарастающего внутриклеточного осмоти-

ческого давления. Привлекательность дан-
ного вида гемолиза для динамической диаг-
ностики эритроцитов заключается в том, что 
время протекания процесса находится в 
удобном временном диапазоне: время сфе-
ризации и время жизни сферизованных кле-
ток составляет несколько минут (это время 
можно регулировать, меняя концентрацию 
ионов HCO3

– в окружающей клетку водной 
среде). Это достаточно длительный проме-
жуток времени для измерения динамики 
популяции эритроцитов на автоматическом 
анализаторе одиночных клеток, в частности 
на проточном цитометре, который может 
измерять оптические свойства одиночных 
клеток с большой скоростью (до нескольких 
тысяч клеток в секунду), обеспечивая тре-
буемую статистическую достоверность. 
Кроме того, в данном временном диапазоне 
можно пренебречь более медленными про-
цессами метаболизма и энергозависимых 
мембранных ионообменников эритроцита, 
так что динамика гемолиза лимитируется 
скоростью работы основного (занимающего 
25 % поверхности мембраны) энергонезави-
симого мембранного анионного обменника 
эритроцита – белка по ло сы 3 [16]. Таким 
образом, если терагерцовое излучение мо-
дифицирует мембранные белки, в частности 
белок полосы 3, это повлияет на скорость 
данного вида гемолиза, что будет свиде-
тельством изменения резистентных свойств 
эритроцитов. 

Целью настоящей работы было исследо-
вание изменения свойства резистентности 
эритроцитов к гемолизу при воздействии на 
цельную кровь импульсного терагерцового 
лазерного излучения, генерируемого ЛСЭ, и 
инфракрасного излучения CO2 лазера. Вви-
ду того что терагерцовое излучение погло-
щается в поверхностном слое крови толщи-
ной в несколько микрон, для решения 
проблемы равномерного облучения всех 
эритроцитов образца была применена мето-
дика интенсивного перемешивание крови 
магнитной мешалкой. Для измерения свето-
рассеяния одиночных эритроцитов в про-
цессе гемолиза использовался сканирующий 
проточный цитометр [17], который ранее 
уже применялся авторами для измерения 
как морфологических (объем, концентрация 
гемоглобина, индекс сферичности), так и 
динамических (проницаемость и предел 
прочности мембраны) параметров эритро-
цитов [16; 18]. 
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Инструментальная часть 
 
Для подготовки образцов использовалась 

цельная периферическая кровь из локтевой 
вены здоровых доноров (без предваритель-
ного наложения жгута и массажа предпле-
чья), взятая с помощью шприца в одноразо-
вую пластиковую пробирку с 
антикоагулянтом EDTA. Образцы крови ис-
пользовались в экспериментах при комнат-
ной температуре (20 °C) в течение трех ча-
сов. 

Схема установки по облучению образцов 
крови приведена на рис. 2. В качестве ис-
точника терагерцового излучения использо-
вался лазер на свободных электронах [12; 
13; 19] Сибирского центра фотохимических 
исследований и технологий СО РАН. В ка-
честве источника инфракрасного излучения 
на длине волны 10 мкм использовался не-
прерывный СО2 лазер. Для уменьшения 
средней мощности излучения (в целях пре-
дотвращения перегрева образцов) при со-
хранении исходной пиковой мощности на 
пути распространения излучения ставился 
прерыватель – вращающийся непроницае-
мый (для излучения) металлический диск с 
небольшим (занимающим 1/9 поверхности 
диска) проницаемым окном, позволяющим 
уменьшить среднюю частоту следования 
импульсов в 9 раз. В результате параметры 
облучения ЛСЭ (после прерывателя) были 
следующие: длина волны 130 или 154 мкм, 
длительность импульса 70 пс, плотность 
пиковой мощности 0,9 кВт/см2, плотность 
средней мощности 5 мВт/см2, средняя час-
тота повторения импульсов 0,6 2  МГц (в 9 
раз меньше частоты ЛСЭ до прерывателя, 
5,6 МГц). Облучение СО2 лазером осущест-
влялось в двух  р ежимах: 1 ) непрерывный 
(прерыватель остановлен); 2) импульсный 
(прерыватель вращается, обеспечивая час-
тоту импульсов 50 Гц с длительностью им-
пульса 2 мс) с пиковой мощностью излуче-
ния в 9 раз выше средней мощности. 

Цельная кровь (с EDTA) помещалась пи-
петкой в несколько одинаковых лунок 
планшета (стандартный планшет для ИФА, 
плоскодонный, без крышки) по 200 мкл в 
каждую лунку. Лунки были цилиндриче-
ские, диаметром 7 мм и глубиной 11 мм. 
Сверху лунки с кровью закрывались тонкой 
полиэтиленовой пленкой (толщиной 25 мкм, 
проницаемой для излучения) для предот-
вращения испарения образцов (при этом
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Рис. 2. Схема установки 
для облучения образцов крови 

 
 

оставался воздушный зазор величиной 2 мм 
между поверхностью крови и полиэтилено-
вой пленкой) и металлическим экраном с 
окошком, предотвращающим облучение 
контрольных образцов. Лазерное излучение 
заводилось сверху в лунку через окошко в 
экране. Диаметры лазерных лучей были 
много больше диаметра лунки: для лазера 
на свободных электронах диаметр луча со-
ставлял ~ 20 см, а для CO2 лазера ~ 10 см 
(для расширения диаметра луча использова-
лась линза). Планшет с кровью устанавли-
вался на магнитной мешалке, а в каждой 
лунке находился отрезок стальной проволо-
ки диаметром 0,5 и длиной 4  мм, посредст-
вом которой кровь интенсивно перемешива-
лась во время облучения. Необходимость 
перемешивания была вызвана тем, что эф-
фективная глубина проникновения излуче-
ния с используемыми длинами волн (10, 
130, 154 мкм) в кровь составляет около  
30 мкм, и следовало обеспечить регулярный 
подъем клеток из глубины на поверхность и 
увод клеток с поверхности в глубину, с тем 
чтобы все клетки образца получили одина-
ковую дозу в течение всей процедуры облу-
чения. Облучение каждого образца длилось 
20 мин при средней плотности мощности  
5 мВт/см2 (кроме одного эксперимента при 
непрерывном излучении СО2 лазера с плот-
ностью мощности 20 мВт/см2). Данная 
мощность и длительность облучения были 
выбраны такими же, как и в известных из 
литературы экспериментах, где был зареги-
стрирован эффект от импульсного терагер-
цового излучения ЛСЭ, воздействующего на 
лимфоциты в цельной крови [11]. В каждом 
эксперименте участвовало по 8 лунок с кро-
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вью: из них 2 лунки в центре облучались, а 
остальные 6 лунок не облучались (для кон-
троля), но были в одинаковых прочих усло-
виях с облучаемыми лунками (с той же ин-
тенсивностью перемешивались магнитной 
мешалкой и пр.). 

Методика проведения лизиса эритроци-
тов в изотоническом водном растворе NH4Cl 
была стандартной [16]. Непосредственно 
перед экспериментами составлялся лизи-
рующий раствор из расчета 0,15 Моль 
NH4Cl и 3 мМоль NaHCO3 на 1 л обезгажен-
ной дистиллированной воды. Обезгажива-
ние проводилось по стандартной методике 
методом кипячения и последующего охлаж-
дения воды без доступа воздуха для удаления 
растворенного CO2, который существенно 
повышает скорость гемолиза эритроцитов в 
изотоническом растворе хлорида аммония. 
Для повышения степени воспроизводимости 
экспериментальных результатов проводи-
лось единовременное обезгаживание исход-
ного водного раствора, из которого затем 
готовились все пробы для проведения гемо-
лиза. Содержание остаточных газов не кон-
тролировалось, но так как обезгаживание 
проводилось единообразно для всех образ-
цов, можно предполагать, что содержание 
остаточных газов в них было одинаковым 
(что важно для наблюдения относительного 
эффекта). 

Для измерения клеток в реальном време-
ни процесса гемолиза цельная кровь разбав-
лялась в 1 000 раз лизирующим раствором в 
пробирке, из которой клетки непосредст-
венно поступали в сканирующий проточный 
цитометр (СПЦ). СПЦ позволяет измерять 
угловую зависимость между падающим и  
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Рис. 3. Регистрируемый на СПЦ сигнал светорассея-
ния от одиночной клетки: большему времени соответ-
ствует меньший угол светорассеяния 

рассеянным светом (индикатрису) интен-
сивности светорассеяния от одиночных час-
тиц (клето к, агр егато в и пр . ) со скоростью 
до 500 частиц в секунду. Используемая в 
данной работе конфигурация СПЦ измеряет 
индикатрису светорассеяния в диапазоне 
полярных углов от 5 до 60°, интегрируя све-
торассеяние по азимутальному углу от 0 до 
180°. Из каждой пробы, поступающей на из-
мерение СПЦ, записывали более 5 000 сигна-
лов светорассеяния одиночных частиц. 

Пример сигнала светорассеяния, регист-
рируемый СПЦ от одиночной клетки, при-
веден на рис. 3. Прямоугольный «провал» 
на рисунке означает переключение каналов 
аналого-цифрового преобразователя (АЦП). 
В СПЦ есть два разных фотоприемника:  
1) «триггерный» для регистрации пересече-
ния частицей поперечного лазерного луча 
(для привязки по времени прохождения час-
тицей определенной точки измерительной 
системы СПЦ) и 2 ) «индикатрисный» для 
регистрации угловой функции светорассея-
ния (индикатрисы) одиночной частицы в 
продольном лазерном луче. Аналоговые 
сигналы от разных фотоприемников посту-
пают на разные каналы многоканального 
АЦП с разным нулевым уровнем. Триггер-
ный сигнал запускает (с определенной вре-
менной задержкой) переключение каналов 
между измерением триггера и индикатрисы. 
В момент такого переключения на выходе 
АЦП и наблюдается «прямоугольный про-
вал», равный разности нулевых уровней ка-
налов. Характерная осциллирующая струк-
тура сигнала, состоящего из минимумов и 
максимумов, является следствием интерфе-
ренции лазерного излучения на клетке и со-
держит важную информацию, позволяю-
щую во многих случаях идентифицировать 
определенные типы клеток. 

Сигнал светорассеяния зависит от опти-
ческих параметров клетки, которые задают-
ся ее морфологическим строением (размер, 
плотность, форма, внутренняя структура). 
Если клетка претерпевает морфологические 
изменения, то это приводит к изменению ее 
сигнала светорассеяния. Известно, что в 
процессе гемолиза в изотоническом водном 
растворе NH4Cl эритроциты вначале сфери-
зуются, а затем, пребывая некоторое время в 
сферической форме, лопаются. Оптические 
свойства клетки можно характеризовать по 
интегральному сигналу светорассеяния, ин-
тегрируя СПЦ сигнал светорассеяния от 
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частицы по времени – от 0 до 1,8 мс  
(см. рис. 3). Тогда временную динамику по-
пуляции эритроцитов в процессе гемолиза 
можно изобразить на графике в координатах 
«интегральная интенсивность СПЦ сигнала 
светорассеяния – время» в виде цитограм-
мы, т. е. совокупности точек, каждая из ко-
торых соответствует единичной клетке. 
Теоретически интегральная интенсивность 
светорассеяния зависит от объема, формы, 
показателя преломления и угла ориентации 
эритроцита относительно падающего излу-
чения. 

В процессе набухания (сферизации) 
эритроцита сохраняется площадь клеточной 
мембраны, но увеличивается объем клетки, 
что влечет уменьшение ее показателя пре-
ломления и изменение формы, а также 
среднего угла ориентации в потоке при  
измерении СПЦ. Таким образом, если в 
процессе предварительного облучения про-
изошли существенные изменения показате-
ля преломления, формы или объема клетки, 
это проявится в последующем гемолизе в 
изотоническом растворе хлорида аммония 
по изменению зависимости интегрального 
светорассеяния от времени на измеренной 
цитограмме. Примеры таких полученных 
нами цитограмм гемолиза показаны на 
рис. 4  и 5 для необлученных и облученных 
эритроцитов. Видно, что динамические ци-
тограммы облученных и необлученных 
эритроцитов могут отличаться, и для выбора 
меры такого отличия в данной работе ис-
пользуется следующая процедура. Для каж-
дого выбранного значения времени по ди-
намической цитограмме определяется 
среднее значение «интегральной интенсив-
ности СПЦ сигнала светорассеяния» эрит-
роцитов, зарегистрированных в течение не-
большого временного интервала около этого 
момента времени. Далее, делением средней 
интегральная интенсивности на ее значение 
в начальный момент времени определяется 
относительная средняя интегральная интен-
сивность, которая и является мерой отличия 
гемолиза облученных и необлученных эрит-
роцитов. 

 
Результаты и обсуждение 
 
На рис. 6–10 приведены полученные 

временные зависимости относительной 
средней интегральной интенсивности СПЦ 
сигнала светорассеяния для измеренных в
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Рис. 4. Цитограмма лизиса необлученных 
эритроцитов 
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Рис. 5. Цитограмма лизиса эритроцитов, облучен-
ных непрерывным СО2 лазером с плотностью 
мощности излучения 20 мВт/см2 (без прерывателя) 

 
 
 

0 100 200 300 400 500
0.4

0.8

1.2

1.6

2.0

О
тн

ос
ит

ел
ьн

ая
 с

ре
дн

яя
ин

те
гр

ал
ьн

ая
 и

нт
ен

си
вн

ос
ть

СП
Ц 

си
гн

ал
а 

св
ет

ор
ас

се
ян

ия

Время, с

ЛСЭ 130 мкм
с прерывателем:

 не облученные
 облученные 

 
 

Рис. 6. Динамика интенсивности светорассеяния 
эритроцитов: излучение ЛСЭ на 130 мкм при сред-
ней плотности мощности 5 мВт/см2 (полые кружки) 
после прерывателя 
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Рис. 7. Динамика интенсивности светорассеяния эрит-
роцитов: излучение ЛСЭ на 154 мкм при средней 
плотности мощности 5 мВт/см2 (полые кружки) после 
прерывателя 
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Рис. 8. Динамика интенсивности светорассеяния эрит-
роцитов: излучение СО2 лазера при плотности мощ-
ности 5 мВт/см2 (полые кружки), без прерывателя 
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Рис. 9. Динамика интенсивности светорассеяния эрит-
роцитов: излучение СО2 лазера при 5 мВт/см2 (полые 
кружки) и 20 мВт/см2 (полые треугольники), без пре-
рывателя 
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Рис. 10. Динамика интенсивности светорассеяния 
эритроцитов: излучение СО2 лазера при средней 
плотности мощности 5 мВт/см2 (полые кружки) после 
прерывателя 

процессе гемолиза разных проб эритроци-
тов – как необлученных, так и облученных с 
использованием ЛСЭ и СО2 лазеров. Из ри-
сунков видно, что качественно эффект про-
является схожим образом для обоих источ-
ников лазерного излучения: в процессе 
гемолиза относительная средняя интеграль-
ная интенсивность СПЦ сигнала светорас-
сеяния для облученных эритроцитов со  
временем становится больше, чем для необ-
лученных. Количественно при одной и той 
же средней мощности излучение СО2 лазера 
в прерывистом режиме (см. рис. 10) вызыва-
ет больший эффект, чем в непрерывном  
(см. рис. 8), но меньший чем импульсное 
терагерцовое излучение (см. рис. 6, 7),  
т. е. эффект больше при меньшем времени 
импульса. В случае непрерывного излуче-
ния СО2 лазера, как видно из рис. 9, для дос-
тижения заметного эффекта требуется  
значительно большая средняя мощность  
(20 мВт/см2),  а пр и мощно сти 5  мВт/см2  
эффект не наблюдается на фоне разброса 
экспериментальных данных по разным кон-
трольным образцам. 

Полученные результаты могут быть объ-
яснены возникновением нестационарного 
теплового нагрева эритроцитов при погло-
щении импульсного излучения. При одина-
ковой средней мощности импульсный на-
грев более эффективно модифицирует 
белки, чем непрерывный, ввиду более высо-
кой пиковой мощности и относительно дли-
тельного (по сравнению со временем им-
пульса) времени релаксации больших 
белковых молекул. Действительно, из лите-
ратуры известно [20], что времена релакса-
ции различных процессов в белках находят-
ся в широком диапазоне и могут достигать 
десятков секунд (например, для кинетики 
сворачивания-разворачивания). 

 
Заключение 
 
В данной работе применена методика 

измерения в реальном времени динамики 
лизиса эритроцитов в изотоническом вод-
ном растворе хлорида аммония для регист-
рации эффекта воздействия импульсного 
инфракрасного лазерного излучения с дли-
ной волны 10, 130 и 154 мкм на оптические 
свойства и свойства резистентности эритро-
цитов к гемолизу. Для определенности, ис-
пользуемая мощность 5 мВт/см2 и длитель-
ность 20 мин облучения были выбраны 
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такими же, как и в известных из литературы 
экспериментах, где был зарегистрирован 
эффект от импульсного терагерцового излу-
чения ЛСЭ на лимфоциты в цельной крови. 
Облученные и необлученные (контрольные) 
эритроциты измерялись автоматическим 
проточным анализатором одиночных частиц 
по светорассеянию – сканирующим проточ-
ным цитометром. Экспериментально пока-
зано, что инфракрасное облучение (как 
ЛСЭ, так и СО2 лазером) существенно меня-
ет временную динамику относительной 
средней интегральной интенсивности СПЦ 
сигнала светорассеяния эритроцитов при 
гемолизе в изотоническом водном растворе 
хлорида аммония, что может быть связано с 
изменением оптических свойств (реальной и 
мнимой частей показателя преломления) 
гемоглобина при облучении. При одинако-
вой средней плотности мощности 5 мВт/см2 
данный эффект проявляется качественно 
одинаково при длинах волн 10, 130 и  
154 мкм, но количественно эффект тем 
больше, чем меньше время лазерного им-
пульса, а при непрерывном излучении (СО2 
лазер) эффект пропадает (становится мень-
ше статистического разброса данных по 
разным контрольным образцам). Показано, 
что данный эффект можно получить и при 
непрерывном лазерном излучении (СО2 ла-
зер), но при существенном увеличении 
плотности мощности (20 мВт/см2). Предпо-
ложено, что наблюдаемый эффект от им-
пульсного лазерного излучения малой сред-
ней мощности вызван нестационарным 
тепловым нагревом эритроцитов. 
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STUDY OF THE INFLUENCE OF PULSE INFRARED RADIATION 
ON OPTICAL AND HEMOLYSIS RESISTANT PROPERTIES OF ERYTHROCYTES 

 
Resistance to hemolysis of erythrocytes in lysing isotonic water solution of ammonium chloride becomes apparent in 

the dynamics of the change of their optical properties. Optical properties of erythrocytes were registered on light 
scattering from single cells with a scanning flow cytometer. It was shown experimentally during hemolysis the dynamics 
of the change of the integral intensity of light scattering of erythrocytes is different for irradiated and non-irradiated 
human blood. Qualitatively, the effect is similar for the both sources of pulse radiation: at the beginning of hemolysis the 
mean integral intensity of irradiated erythrocytes is increasing more than that is of non-irradiated ones. Quantitatively, at 
the same mean power density the interrupted irradiation of CO2 laser caused greater effect than continuous one, but less 
than pulsed terahertz irradiation, i.e. the effect is greater for shorter pulse. On the base of the obtained results one can sug-
gest that the observed effect on pulse infrared radiation of low mean power caused by unsteady heating of erythrocytes. 

Keywords: erythrocytes, pulse infrared radiation, free electron laser, hemolysis, scanning flow cytometer. 
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