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Experimental  Studies

Изучение механических свойств мембран эритроцитов — острая проблема в практической реаниматоло-
гии и реабилитологии, так как способность эритроцитов деформироваться определяет возможность их про-
хождения через капиллярную сеть и реологию крови в целом. 

Цель работы: исследование процесса нелинейной деформации мембран нормальных эритроцитов. 
Материалы и методы. Методом атомно-силовой спектроскопии исследовали локальную жесткость

мембран эритроцитов: дискоцитов — на торе и на впадине, планоцитов — на поверхности клетки. 
Результаты. Процесс нелинейной деформации описывали функциями h(z), �h/�z (h) и μ(h). Этот набор

функций полно описывает процесс идентации (погружения) зонда в мембраны. Показали, что пошаговые зави-
симости коэффициента жесткости участков мембран существенно различаются и зависят от ее состояния. 

Заключение. Предложенный подход может быть использован при проведении фундаментальных и кли-
нических исследований свойств клеток крови в норме и при различных заболеваниях. Особенно эффектив-
ным метод регистрации нелинейных деформаций может быть в практике реаниматологии и реабилитологии.

Ключевые слова: мембраны эритроцитов; нелинейная деформация; атомно-силовая спектроскопия; кине-
тика погружения зонда

Investigation of mechanical properties of erythrocyte membranes is a pressing issue in practical reanimatology
and rehabilitation, because erythrocyte's ability to deform determines the possibility of their passage through ca-
pillary network and blood rheology in general. 

The purpose of the work: to study the process of nonlinear deformation of membranes of normal erythrocytes
by the method of atomic force spectroscopy. 

Materials and Methods. The local stiffness of erythrocyte membranes was studied: that of diskocytes — on the
torus and on the depression, that of planocytes — on the cell surface. Аtomic force spectroscopy was used for cell
membrane study.

Results. The nonlinear deformation process was described by functions h(z), �h/�z (h), and μ(h). This set of func-
tions describes in full the process of probe incorporation (submergence) into membranes. It has been shown that step-
wise dependencies of the stiffness coefficient of membrane segments differ significantly and depend on its condition.

Conclusion. The suggested approach may be used in fundamental and clinical studies of blood cells' properties
in the norm and different diseases. The method of recording nonlinear deformations may be especially efficient in
the reanimatology and rehabilitation practice.

Keywords: nonlinear deformation; erythrocyte membranes; atomic force spectroscopy; probe submergence ki-
netics
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Введение

Изучение механических свойств мембран
эритроцитов — одна из ключевых проблем нор-
мальной и патологической физиологии крови.
Способность эритроцитов деформироваться
определяет возможность их прохождения через
капиллярную сеть и реологию крови в целом [1].
Особенно остро стоит эта проблема в практиче-
ской реаниматологии и реабилитологии. Это
определяется тем, что при критических состоя-
ниях, при кровопотерях, при сочетанных травмах
собственные параметры мембран эритроцитов
меняются в широких пределах [2, 3]. 

Атомно-силовая спектроскопия (АСС) —
уникальный метод исследования механических
свойств биологических мембран. Он позволяет
получать изображения наноповерхности мембран
и, практически одновременно, исследовать ее
способность деформироваться (прогибаться) под
действием индентора [4, 5]. Так измеряют же-
сткость стенок сосудов, фрагментов мышечных
структур, фибробластов [6], клеток эпителия и
эндотелия [7, 8], хромосом, липосом, дрожжей [9]
бактериальных клеток [10—12], кардиомиоцитов
[13], тканей мозга [14] и ряд других. 

По силовым кривым, измеренным в поверх-
ностном слое, расcчитывается модуль Юнга, кото-
рый приписывается всему объему материала [15].

Компоненты мембраны эритроцитов имеют
собственные механические свойства. Мягкий,
практически прозрачный для зонда, липидный
бислой, жесткий спектриновый матрикс — цитос-
келет, протеиновые узлы связей — белки band 4.1,
band 3, анкирина, актина и ряда других. В силу
многочисленных и достаточно прочных связей
между фосфолипидным бислоем и спектриновым
матриксом при действии на клетку индентора эти
структуры ведут себя как единая неоднородная (в
смысле упруго-эластичных свойств) композит-
ная конструкция клетки. 

Цель работы — исследование процесса нели-
нейной деформации мембран нормальных эрит-
роцитов. 

Материал и методы
Метод измерения и объект. Измерения локальной

жесткости мембраны эритроцитов проводили методом
атомно-силовой спектроскопии [16]. Использовали
атомный силовой микроскоп (АСМ) «Integra Prima
NT-MDT» (Россия). Кантилеверы SD-R150-NCL (Na-
nosencor, Switzeland), радиус R зонда 150 нм, высота
зонда 15 мкм, коэффициент упругости кантилевера
К=36 Н/м, резонансная частота 190 кГц. 

Для получения изображений проводили сканиро-
вание эритроцитов в резонансном режиме в поле АСМ
100�100 мкм, выбирали клетку для исследования
(группу клеток), сканировали в поле 10�10 мкм. Затем
в режиме атомно-силовой спектроскопии устанавлива-

Introduction 

Clarifying the mechanical properties of eryt-
hrocyte membranes is a key problem of normal and
pathological physiology of blood. Erythrocytes' abi-
lity to deform determines the possibility of their pas-
sing through capillary network and blood rheology
in general [1]. This issue is particularly relevant in
practical reanimatology and rehabilitation, because
in critical conditions, blood losses, concomitant inj-
uries, the parameters of erythrocyte membranes vary
in a wide range [2, 3]. 

Atomic-force spectroscopy (APS) is a unique
method of investigating the mechanical properties of
biological membranes. It allows acquiring images of
membrane nano-surfaces and studies of its ability to
deform (yield) under the indenter's action [4, 5]. In
this way, stiffness of vascular walls, fragments of
muscular structures, fibroblasts [6], epithelial and
endothelial cells [7, 8], chromosomes, liposomes,
yeast [9] bacterial cells [10—12] кардиомиоцитов
[13] brain tissie and some others [14] are measured. 

Based on the force curves measured in the sur-
face layer, Young's modulus is calculated, which is at-
tributed to the whole volume of material [15]. 

Erythrocyte membrane components have their
own mechanical properties: soft, almost transparent
for the probe, lipid bilayer, stiff spectrin matrix — cy-
toskeleton, protein links nodes — proteins band 4.1,
band 3, ankyrin, actin, and otherones. By virtue of
multiple and sufficiently strong links between
phospholipid bilayer and spectrin matrix, under in-
denter's action on a cell, the behavior of those struc-
tures constitutes a single heterogeneous (in terms of
viscoelastic properties) composite cellular structure. 

Purpose of the work: to study the process of
nonlinear deformation of membranes of normal eryt-
hrocytes by the method of atomic force spectroscopy. 

Materials and Methods
Method of Measurement and Object. Measurements

of the local stiffness of erythrocyte membrane were perfor-
med with the aid of atomic-force spectroscopy [16]. Ato-
mic-force microscope (AFM) 'Integra Prima NT-MDT'
(Russia) was used. Cantilevers SD-R150-NCL (Nanosen-
cor, Switzeland), probe radius R is 150 nm, probe height is
15 μm, cantilever elasticity coefficient К=36 N/m, reso-
nant frequency = 190 kHz. 

To receive images, erythrocytes were scanned in a
resonance mode in AFM 100�100 μm field, a cell (or
group of cells) were selected for analysis and scanned in
the field of 10�10 μm. Thereafter, in an atomic-force
spectroscopy mode, a marker was placed on the cell
membrane imagin surface and the region was exposed to
an indenter (probe) acting with the force F. Force curves
were obtained [17]. 

Local stiffness of membranes was measured in for-
med monolayers of erythrocytes mounted on a slide. Mo-
nolayers of cells were produced with the aid of special
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ли маркер на изображении мембраны клетки и дей-
ствовали на эту область индентором (зондом) с силой
F. Получали силовые кривые [17]. 

Локальную жесткость мембран измеряли в сфор-
мированных монослоях эритроцитов на предметном
стекле. Монослои клеток получали с помощью специа-
лизированного устройства «V-Sample VISION» (Ав-
стрия). Измерения проводили при температуре 18°С
сразу после формирования монослоя. Измерения, про-
веденные в этих условиях, давали воспроизводимые
результаты. 

Забор крови осуществляли у здоровых пациентов
на добровольной основе при профилактических
осмотрах, и все дальнейшие исследования проводили
in vitro. В исследовании использовали кровь 6 доноров
мужского пола от 23 до 34 лет. Все исследования про-
водили с учетом требований Хельсинской декларации
Всемирной ассоциации «Этические принципы прове-
дения научных медицинских исследований с участием
человека» с поправками 2000 г, а также с нормами эти-
ческого комитета ФНКЦ РР. 

Исследовали локальную жесткость мембран крас-
ных клеток крови: дискоцитов — на торе и на впадине,
планоцитов — на поверхности клетки. Анализировали
по 5 дискоцитов и по 4 планоцита каждого донора. На
каждом дискоците проводили по 4 измерения локаль-
ной жесткости мембран на торе и по 3 на впадине. Пла-
ноциты в крови доноров — результат физиологическо-
го пойкилоцитоза. На поверхности каждого планоцита
измеряли локальную жесткость 4 фрагментов. Всего
измерено 120 фрагментов на торе, 90 фрагментов во
впадине дискоцитов и 96 фрагментов на планоцитах.
Статистическую обработку данных проводили с помо-
щью стандартной программы Origin 9, (Origin Lab Cor-
poration, USA). Строили гистограммы, определяли
среднее значение, величину среднеквадратического от-
клонения и получали интервальную оценку, оценку до-
стоверности полученных результатов, оценку досто-
верности различий. Достоверность различий оценива-
ли с помощью однофакторного дисперсионного анали-
за (One-way, ANOVA).

Требования к процессу измерений и к зондам.
Коэффициент упругости K кантилевера (консоли) дол-
жен быть соизмерим со средним коэффициентом же-
сткости μ исследуемого материала (мембраны клетки)
[18]. Если K << μ, то зонд внедряется только в припо-
верхностный слой. Это не даст возможности оценить
упруго-эластичные свойства неоднородного материала
мембраны. Исходя из экспериментальных данных опти-
мальное значение К для измерения локальной жестко-
сти мембран эритроцитов лежит в пределах 10—50 Н/м
для сухих клеток и 1,0—0,1 Н/м для нативных клеток.

Радиус R зонда должен быть не менее 100 нм, оп-
тимально 100—200 нм. Малая величина R (10—30 нм)
приводит к проникновению зонда в структуру мембра-
ны через липидный бислой и через полые поля цитос-
келета [19]. Результаты таких измерений не воспроиз-
водимы. Поэтому для регистрации μ мембраны необхо-
димо, чтобы R был больше размера ячейки спектрино-
вого матрикса. Радиус более 400 нм не позволит зонду
погрузиться в мембрану. В наших работах мы исполь-
зовали зонды с радиусом 150 нм. 

В работе отдельно провели испытытания кантиле-
веров SD-Sphere-NCH-S-10 (Nanosencor, Switzeland),

device — V-Sample VISION (Austria). Measurements
were done at a temperature of 18°С immediately after a
monolayer has been formed. Measurements were carried
out in the above conditions that delivered reproducible
results. 

Blood was harvested from patients on a voluntary
basis during preventive examinations, and all subsequent
analysis were performed in vitro. In the study, blood of 6
male donors aged 23 to 34 years was used. All studies fol-
lowed the requirements of the Helsinki Declaration of the
World Medical Association «Ethical Principles for Medi-
cal Research Involving Human Subjects» as amended in
2000, and the Protocol of the Ethics Committee of the Fe-
deral Research and  Clinical Center for Intensive Care Me-
dicine and Rehabilitology. 

The local stiffnesses of erythrocyte membranes were
studied: that of diskocytes — on the torus and on the de-
pression, that of planocytes — on the cell surface. 5 disko-
cytes and 4 planocytes per each donor were analyzed. On
each diskocyte, 4 measurements of membrane stiffness
were done on the torus and 3 measurements — on the de-
pression. Planocytes in donors' blood resulted from the
physiological poikilocytosis. On the surface of each pla-
nocyte, local stiffness of 4 fragments was measured. In
total, 120 fragments were measured on the torus and 90
fragments were measured on the depression of diskocytes,
and 96 fragments were measured on planocytes. Statistic
processing of data was performed with the aid of standard
software Origin 9 (Origin Lab Corporation, USA). Hi-
stograms were created, the mean, mean-square devia-
tions, intervals, confidence estimation of the results and
significance of differences were determined by One-way-
ANOVA.

Requirements to the Process of Measurements
and Probes. The elasticity coefficient K of a cantilever
(console) should be commensurable with the mean stif-
fness coefficient μ of the material under investigation
(cell membrane) [18]. If K << μ, probe penetrates only
into the near-surface layer. This does not allow evalua-
ting Это не даст возможности оценить viscoelastic
properties of the heterogeneous membrane material.
Based on experimental data, the optimal К for measu-
ring local stiffness of erythrocyte membranes is within
the range of 10—50 N/m for dry cells and 1.0—0.1 N/m
for native cells.

Radius R of the probe should be not less than 100 nm,
the optimal range is 100—200 nm. A small R (10—30 nm)
results in probe's penetration into the membrane structure
through lipid bilayer and hollow fields of cytoskeleton
[19]. Results of such measurements are not reproducible.
Hence, for recording membrane's μ, it is necessary for R to
be larger than the size of the spectrin matrix cellule. A ra-
dius exceeding 400 nm will preclude probe submergence
into the membrane. In our work, we used probes with a ra-
dius of 150 nm. 

Within the work, separate tests of cantilevers SD-
Sphere-NCH-S-10 (Nanosencor, Switzeland), probe ra-
dius R=400 nm, were carried out. Such probes were sub-
merged into erythrocyte membrane by 10—14 nm only,
which in principle did not allow measuring membranes' de-
formability.

Cantilever calibration on a completely stiff material
(for example, glass) must be performed before and after
measurements. 

Experimental  Studies
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радиус R зонда 400 нм,. Такие зонды погружались в
мембрану эритроцита лишь на 10— 4 нм, что в принци-
пе не позволяло измерять способность мембран дефор-
мироваться.

Калибровку кантилевера на абсолютно жестком
материале (например, стекле) необходимо проводить
до и после измерений. 

Время индентации зонда не должно быть корот-
ким. Быстрое погружение может менять характеристи-
ки материала [20, 21]. Оптимальное время индентации
5—10 секунд.

При действии индентора могут возникать два типа
деформации мембраны: чисто упругая — подчиняется
закону Гука и упруго-эластичная, при которой связь
между механическим напряжением и относительной
деформацией нелинейна [20, 22]. При том и другом
виде деформаций после снятия нагрузки мембрана
должна восстанавливать свою форму.

Как себя ведет мембрана эритроцита? Для ответа
на этот вопрос после деформации мембраны в резуль-
тате действия зонда (измерения жесткости) вновь ска-
нировали поверхность той же области клетки. Мембра-
на эритроцита восстановила свою начальную форму,
остаточная деформация не наблюдалась. Подобные ре-
зультаты приведены и в [23]. Мембрана, под действием
индентора (зонда) вела себя как упруго — эластичный
деформируемый материал. 

Результаты и обсуждение

Построение силовых кривых. Способность
мембраны под действием индентора деформиро-
ваться внутрь клетки оценивали коэффициентом
локальной жесткости μ (Н/м) на глубине h. 

Эмпирическая силовая кривая, полученная
с помощью АСМ — это зависимость тока рассо-
гласования I фотодиода, а, следовательно, откло-
нения L кантилевера от величины вертикального
смещения z пьезосканера. Основание кантилеве-
ра закреплено неподвижно, а его конец вместе с
зондом отклоняется в результате смещения пье-
зосканера (рис. 1, а, III). Прямой ход пьезоскане-
ра иллюстрируется на рис. 1, a, а процесс погру-
жения индентора в мембрану и ее деформация
внутрь эритроцита на рис. 1, b.

На АСМ программно задаются максимальные
величины смещения пьезосканера z и значения
тока I, то есть величины приложенной силы, напри-
мер: zmax=500 нм, Imax=1.5 нА. Если μ >> К (стекло),
то между силой F и отклонением кантилевера L су-
ществует зависимость, определяемая законом Гука.

F=-KL (1)
Если зонд взаимодействует с мембраной и

μ�К то:
F=- [1/K +1/μ(h)] L (1а) 

и зонд погружается в мембрану клетки на
глубину h (h�z) (рис. 1, b). При этом коэффици-
ент μ зависит от глубины погружения зонда — μ
(h), и следовательно функция (1а) нелинейна.

На рис. 2 представлены изображения клеток в
поле АСМ и силовые кривые для мембраны тора

The time of probe indentation should not be short.
Fast submergence might alter material's characteristics
[20, 21]. The optimal time of indentation is 5—10 seconds. 

Indenter action may cause two types of membrane de-
formation: purely elastic — it follows Hook's law, and vis-
coelastic wherein the connection between mechanic stress
and relative deformation is nonlinear [20, 22]. In case of
both types of deformations, after the load is removed,
membrane must recover its shape.

What is the erythrocyte membrane's behavior? To an-
swer this question, after probe-caused membrane deforma-
tion (stiffness measurement), the surface of the same re-
gion of the cell was scanned again. Erythrocyte membrane
recovered its initial shape, no residual deformation was ob-
served. Similar results are given also in [23]. Under the ac-
tion of an indenter (probe), the membrane behaved as a
viscoelastic deformable material. 

Results and Discussion

Force Curve Building. Membrane's ability to
deform towards inside of a cell under the action of an
indenter was evaluated with the help of local stif-
fness coefficient μ (N/m) at depth h. 

The empirical force curve obtained with the
help of AFM is the dependence of the photodiode
misalignment current, hence, cantilever deviation L
from piezoscanner vertical shift z. The cantilever
base is fixed rigidly, while its end together with the
probe deviates as a result of piezoscanner shift (fig. 1,
а, III). Piezoscanner's straight path is illustrated on
figure 1a; the process of indenter submersion into the
membrane and its deformation inside erythrocyte is
shown in fig. 1, b.

In AFM, the program sets the maximal limits of
piezoscanner shift z and current I, i.e. the applied
force values, for example: zmax = 500 nm, Imax = 1.5 nA.
If μ >> К (glass), then there is dependence between
force F and cantilever deviation L, which is determi-
ned by the Hook's law.

F=-KL (1)
If a probe interacts with a membrane and μ�К,

then:
F=- [1/K +1/μ(h)] L (1а) 

and the probe submerges into the cell membra-
ne to depth h (h�z) (fig. 1, b). In this instance, coef-
ficient μ depends on the probe submergence depth —
μ (h), and, hence, function (1а) is nonlinear.

Figure 2 shows images of cells in the AFM field
and force curves for diskocyte membrane torus — re-
gion 'Tor', — diskocyte membrane depression — re-
gion 'Dep', and planocyte — region 'Pl'. 

These curves differ from each other by the be-
havior of material deformed under the applied force
action. The slope of straight line for glass is deter-
mined by cantilever stiffness К — elastic deforma-
tion model. Point А is the point of contact of the
probe and membrane. This point is determined em-
pirically as a point in which dI/dz becomes greater
than 0. Point B is the point where the curve reaches
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дискоцита — область «Tor», — мем-
браны впадины дискоцита — область
«Dep» и — планоцита — область «Pl». 

Эти кривые отличаются друг
от друга поведением деформируе-
мого материала под действием при-
ложенной силы. Тангенс угла на-
клона прямой для стекла опреде-
ляется жесткостью кантилевера К
— модель упругой деформации.
Точка А — точка касания зонда и
мембраны. Эта точка определяется
эмпирически, как точка, в которой
dI/dz становится больше 0. Точка B
— точка выхода кривой на упругую
деформацию. Для мембран клеток
(рис. 2) участок А—B — фаза упру-
го-эластичной деформации, уча-
сток B—С — чисто упругой. 

Анализ силовых кривых.
Дальнейший анализ процесса ин-
дентаци зонда требует перехода к
координатам F (z) и ряда преобра-
зований. Переход к F (z) и инверти-
рование графиков осуществляется
согласно выражению: 

F (z)= (Im/Ig)Kz, (2)
где: Im и Ig — токи рассогласо-

вания при действии индентора на
мембрану и стекло соответственно.

Для области, расположенной
на торе дискоцита, зависимость
F(z) представлена на рис. 3. 

Прямая «G» — это зависимость, описываемая
выражением (1). Кривая «M» — зависимость силы F,
которая прикладывается к поверхности мембраны
тора дискоцита со стороны зонда при его подъеме на
величину z.

Cила F определяет отклонение кантилевера L
и одновременно деформацию самой мембраны, то
есть погружение зонда в мембрану на глубину h.

Кривая «M» содержит в себе три компонен-
ты: — компоненту нелинейной упругости мембра-
ны, — компоненту упругости кантилевера, — ком-
поненту переменной геометрии индентора, опре-
деляемую формулой Герца [15].

Величина h погружения зонда в мембрану:
h=z — L, (3) 

или в координатах рисунка 3:
hi=zm — zg (3а)

Введем параметр �h — углубление зонда в
мембрану клетки при одинаковом дискретном
подъеме пьезосканера на величину �z. 

Для разных углублений hi величина �h
может быть разной в зависимости от свойств дан-
ной мембраны. Величина �z задается исходя из
свойств мембраны клетки и необходимой дис-
кретности описания изучаемой структуры. 

elastic deformation. For cell membranes (fig. 2), re-
gion А—B is the phase of viscoelastic deformation,
region B—С is purely elastic deformation. 

2.4. Analysis of Force Curves. Further analy-
sis of the process of probe identation requires trans-
ition to coordinates F (z) and a number of transfor-
mations. Transition to F (z) and inversion of dia-
grams are done according to expression: 

F (z)= (Im/Ig)Kz, (2)
where: Im and Ig are currents of misalignment at

indenter's action on the membrane and glass, respec-
tively.

For the region located on the diskocyte torus,
dependence F(z) is shown in fig. 3. 

Straight line 'G' is the dependence described by
expression (1). Curve 'M' is force F that is applied to
the diskocyte torus membrane surface on the side of
the probe when it is lifted to z.

Force F determines cantilever deviation L and
simultaneously deformation of the membrane itself,
i.e. probe submergence into membrane to depth h.

Curve 'M' contains three components: — the
component of membrane nonlinear elasticity, — the
component of cantilever elasticity, — the component

Experimental  Studies

Рис. 1. Измерение жесткости мембраны в атомно-силовой спектроскопии.
Fig. 1. AFM study of erytrocyte membrane rigidity.
Note. а: I—II — piezoscanner and erythrocyte bring to Z level; III — probe indenta-
tion; b: dipping the cantilever into the cell membrane to a depth h, zoomed.
Примечание. Erytrocyte — эритроцит; piezoscanner — пьезосканер; Identer (tip of
cantilever) — идентер (кончик кантилевера); membrane — мембрана; cytoplasm —
цитоплазма. а: I—II — подвод пьезосканера и эритроцита на величину Z; III —
индентация зонда в клетку; b: погружение кантилевера в мембрану клетки на
глубину h, увеличенный масштаб. 
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of indenter variable geometry deter-
mined by the Hertz formula [].

Value h of probe submergence
into membrane is:

h=z — L, (3) 
or in the coordinates of figure 3:

hi=zm — zg (3а)
Let us introduce parameter �h —

probe deepening into the cell membra-
ne at equal discrete rise of the piezos-
canner by value �z. 

For different deepenings hi, value
�h may differ depending on the proper-
ties of a particular membrane. Value �z
is set based on the cell membrane's pro-
perties and required discretion of desc-
ription of the structure under investiga-
tion. 

Further analysis requires buil-
ding dependence �h (h). How can
this dependence be obtained? 

To this end, in the beginning, it
is necessary to find dependence
�h(z). Let us set discrete step �z, for
example, 20 nm in figure 3. For each
value of zm (curve 'M'), we shall de-
termine values zg (straight line 'G')
for the same force Fi. Function h(z) is
determined by expression (3а).

Then:
�hi=hi+1 — hi (4)

for sequence of zi via chosen
discrete step �z. 

To obtain the resulting characteristic — the
value of discrete submergence of probe into membra-
ne, at set step �z we will obtain dependence looking
like:

dh/dz=f(h) (5)
or for discrete representation of function:

�h/�z=f(h) (5а)
Function (5а) allows describing the process of

heterogeneous submergence of a probe into a compo-
site membrane and evaluating membrane's viscoela-
stic properties. For a fuller description of the probe
indentation process, dependence μ(h) is built. Canti-
lever elasticity К and membrane local stiffness μ are
included successively. Then, from figure 3 and ex-
pressions (2) and (3а) for different values h:

μ=ImK/(Ig—Im) (6)
The diagrams of function F (z), h (z), �h(z),

�h (h), �h/�z(h), and μ (h) according to equa-
tions (2—6) are calculated and built by special pro-
grams written for realization of this method.

Process of Probe Indentation into Membranes
of Normal Erythrocytes. Figure 4 shows dependencies
h (z), �h/�z(h), and μ (h) for diskocyte torus, disko-
cyte depression, and planocyte. These figures contain re-
spective statistical dispersions of values under analysis. 

Рис. 2. Дискоцит и планоцит в поле АСМ, силовые кривые для клеточных
мембран. 
Fig. 2. Images of diskocyte and planocyte in the AFM field and force curves for
cells membrane.
Note. For fig. 2, 4, tabl. 1, 2: Tor — diskocyte torus; Dep — diskocyte membrane de-
pression; Pl — planocyte. А — the point of contact of the probe and membrane; B —
the point where the curve reaches elastic deformation; region А—B is the phase of
viscoelastic deformation; region B—С is purely elastic deformation. The arrows
show the direction of the piezoscaner movement.
Примечание. Для рис. 2, 4, табл.1, 2: Discocyte — дискоцит; Tor — область тора;
Dep — область впадины; Planocyte, Pl — планоцит. А — точка касания зонда и
мембраны; B — точка выхода кривой на упругую деформацию; А—В упруго-
эластичная деформация; В—С — упругая деформация. Стрелки указывают на-
правление хода пьезосканера.

Рис. 3. Функции F(Z) для области, расположенной на торе
дискоцита.
Fig. 3. F(Z) curves for diskocyte torus region.
Note. Curve M is force F that is applied to the diskocyte torus
membrane surface on the side of the probe when it is lifted to Z.
Curve G is the dependence described by expression (1). h — probe
dipping, nm.
Примечание. M — для мембраны эритроцита; G — для абсо-
лютно твердого тела (стекло); F — сила, действующая на обра-
зец (nN), Z — величина смещения пьезосканера (nm), h — глу-
бина погружения зонда (nm).



G E N E R A L  R E A N I M A T O L O G Y ,  2 0 1 7 ,  1 3 ;  564 w w w . r e a n i m a t o l o g y . c o m

DOI:10.15360/1813-9779-2017-5-58-68

Для дальнейшего анализа надо построить за-
висимость �h (h). Как получить эту зависимость? 

Для этого, в начале, надо найти зависимость
�h(z). Зададим дискретный шаг �z, например, 20
нм на рисунке 3. Для каждого значения zm (кри-
вая «M») определим величины zg (прямая «G»)
для одной и той же силы Fi. Функция h(z) опреде-
ляется выражением (3а).

Тогда:
�hi=hi+1 — hi (4)

для последовательности zi через выбранный
дискретный шаг �z. 

Для получения результирующей характери-
стики — величины дискретного погружения
зонда в мембрану, при заданном шаге �z получа-
ем зависимость вида:

dh/dz=f(h) (5)
или для дискретного представления функ-

ции:
�h/�z=f(h) (5а)

Функция (5а) позволяет описать процесс не-
однородного погружения зонда в композитную мем-
брану и оценить упруго-эластичные свойства мем-
браны. Для более полного описания процесса инден-
тации зонда строится зависимость μ(h). Упругость
кантилевера К и локальная жесткость мембраны μ
включены последовательно. Тогда из рисунка 3 и
выражений (2) и (3а) для различных значений h:

μ=ImK/(Ig—Im) (6)
Графики функции F (z), h (z), �h(z), �h (h),

�h/�z(h) и μ (h) в соответствии с уравнениями
(2—6) вычисляются и строятся специализирован-
ными программами написанными для реализа-
ции этого метода.

Процесс индентации зонда в мембраны
нормальных эритроцитов. На рис. 4 приведены
зависимости h (z), �h/�z(h) и μ (h) для тора дис-
коцита, впадины дискоцита и для планоцита. На
этих рисунках приведены соответствующие ста-
тистические разбросы оцениваемых величин. 

Величина максимального погружения hmax

зонда может меняться в широком диапазоне для
разных клеток. Средние значения величин zmax,
Lmax и hmax для тора дискоцита, впадины дискоци-
та и планоцита, представлены в табл. 1. 

На каждом графике h (z) можно выделить
два характерных участка: линейный и нелиней-
ный. Для графика Tor дискоцита граница этих

The value of maximal probe submergence hmax

may vary within a wide range for different cells.
Mean values of zmax, Lmax, and hmax for diskocyte torus,
diskocyte depression, and planocyte are given in
table 1. 

On each diagram of h (z), two typical regions
can be identified: linear and nonlinear. For the disko-
cyte Tor diagram, the border of these regions z =78
11 nm, for the diskocyte Dep diagram z=34±4 nm,
and for planocyte Pl diagram z=28±4 nm. Up to
these borders, h increases from z almost linearly, i.e.
elastic deformation takes place (1). After these bor-
ders, function h (z) is nonlinear, membrane behaves
as a viscoelastic medium and follows viscoelastic de-
formation. The type of function (5а) for diskocyte
torus is shown in fig. 4, b Tor. 

Below, in the description of results, mean values
are given.

The surface layer up to 10 nm is almost transpa-
rent for the indenter: �h/�z = 0.85. In the layer of
10—50 nm, local stiffness grew and normalized value
�h/�z dropped to 0.19. In the next layer of 50—62
nm, �h/�z dropped to 0. At depth h=62 nm, the
probe stopped submersion into the cell membrane.

For diskocyte depression (Dep), these depen-
dencies had the same trends as for Tor. In the surface
layer to 8 nm, decrease of �h/�z amounted to 0.78,
and in the layer of 8—35 nm, �h/�z dropped mono-
tonously to 0. At h=35 nm, �h=0, which meant
probe stop. 

Biological objects, in particular, erythrocyte
membranes, feature high variability of properties and
structural peculiarities. Therefore, mechanical pro-
perties of membranes of different erythrocytes may
vary considerably. For planocyte (fig. 4, b) to 7 nm,
decrease of �h/�z amounted to 0.85. Thereafter, to
h=21 nm, �h/�z decreased to 0.1, and at h=28 nm,
the probe stopped submersion into the membrane.

From dependence F(z) (fig. 2) and (6), we ob-
tain the dependence of cell membranes' local stif-
fness coefficient μ on probe submergence depth h
(fig. 4, с). As the probe submerged (membrane dip-
ped towards inside of the cell), coefficient μ increa-
ses at first linearly and then nonlinearly. The bor-
ders of the regions of linear and nonlinear dependen-
cies μ (h) are given in table 2. 

A number of papers evaluate Young's modulus
Е to describe stiffness of a biological object under in-

Experimental  Studies

Parameters, nm                                                                                                             Values of parameters in cells
                                                                                                                              Discocyte                                                                  Planocyte (Pl)
                                                                                                       Tor                                                     Dep                                                         

zmax                                                                                           223±27                                             203±25                                              189±21 
Lmax                                                                                          161±19                                             168±14                                              162±12
hmax                                                                                             62±7                                                  35±5                                                  27±3

Таблица 1. Средние значения величин zmax, Lmax и hmax для планоцита, тора и впадины дискоцита. 
Table 1. Mean zmax, Lmax, and hmax for diskocyte torus, diskocyte depression, and planocyte.

Примечание. Для табл.1, 2: Parameters — параметры; Values of parameters in cells — значения параметров в клетках.
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участков z=78±11 нм, для графика
Dep дискоцита z=34±4 нм, а для
планоцита Pl z=28±4 нм. До этих
границ h растет от z почти линейно,
то есть имеет место упругая дефор-
мация (1). После этих границ функ-
ция h (z) нелинейна, мембрана
ведет себя как вязко-упругая среда
и подчиняется упруго-эластичной
деформации. Вид функции (5а) для
тора дискоцита представлен на рис.
4, b Tor. 

Ниже, при описании результа-
тов приводятся средние значения
величин.

Поверхностный слой до 10 нм
практически прозрачен для инден-
тора: �h/�z=0,85. В слое 10—50 нм
локальная жесткость возрастала и
нормированная величина �h/�z
падала до 0,19. В последующем слое
50—62 нм �h/�z падала до 0. На
глубине h=62 нм зонд прекращал
погружение в мембрану клетки.

Для впадины дискоцита (Dep)
эти зависимости имели такие же
тенденции, что и для Tor. В поверх-
ностном слое до 8 нм падение �h/�z составило
0,78, в слое 8—35 нм величина �h/�z монотонно
падала до 0. При h=35 нм величина �h=0, что
означало остановку зонда. 

Биологические объекты, в частности, мем-
браны эритроцитов, обладают высокой вариа-
бельностью свойств и структурных особенностей.
Поэтому механические свойства мембран различ-
ных эритроцитов могут существенно различать-
ся. Так для планоцита (рис. 4, b) до 7 нм падение
�h/�z составило 0,85. Затем до h=21 нм �h/�z
уменьшилась до 0,1, а, при h= 28 нм, зонд прекра-
тил погружение в мембрану.

Из зависимости F(z) (рис. 2) и (6) получаем
зависимость коэффициента локальной жесткости
μ мембран клетки от глубины h погружения зонда
(рис. 4, с). По мере погружения зонда (прогиба
мембраны внутрь клетки) коэффициент μ возрас-
тает вначале линейно, а затем нелинейно. Грани-
цы участков линейной и нелинейной зависимо-
стей μ (h) представлены в табл. 2. 

vestigation [24—26]. It is assumed that the material
is homogenous and, hence, value E measured for the
surface layer may be attributed to the whole section
(volume) of an object. 

Such interpolation will be inadequate for the
case of heterogeneous composite membrane [9, 27],
because functions h (z) and μ (h) are nonlinear
(fig. 4, а) and membrane behaves as a viscoelastic
medium. 

This approach allows evaluating local deforma-
tions of RBC membranes not only by the end value
of hmax, but also evaluating changes of nonlinear
stiffness of membranes as their deformation towards
inside of a cell (as probe indentation) increases.

Investigating viscoelastic deformations of eryt-
hrocytes' membranes, it should be discussed what
physical value can adequately describe properties of
such membranes. In this paper these properties are
described by functions h(z), �h/�z (h) and μ(h).
This set of functions describes the process of probe in-
dentation (submergence) in membranes fully enough. 

Рис. 4. Зависимости h (z) , �h/�z(h) и μ ( h ) для планоцита, тора и впадины
дискоцита. 
Fig. 4. Dependencies h (z), �h/�z(h) and μ ( h ) for diskocyte torus, diskocyte
depression and planocyte.

Parameters, nm                                                                                                             Values of parameters in cells
                                                                                                                              Discocyte                                                                  Planocyte (Pl)
                                                                                                       Tor                                                     Dep                                                         

Linear region                                                                         0—46±5                                            0—23±3                                            0—17±2
Nonlinear region                                                               46±5—62±7                                     23±3—35±5                                     17±2—27±3

Таблица 2. Границы участков линейной и нелинейной зависимостей μ (h) для нормальных эритроцитов. 
Table 2. Borders of the regions of linear and nonlinear dependencies μ (h) for normal erythrocytes.

Примечание. Linear region — линейный участок; Nonlinear region — нелинейный участок.
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В ряде работ оценивают модуль Юнга Е для
описания жесткости исследуемого биологическо-
го объекта  [24—26]. При этом предполагается,
что материал однородный и поэтому можно изме-
ренное по поверхностному слою значение E при-
писать всему сечению (объему) объекта. 

Для случая неоднородной композитной
мембраны такая интерполяция будет неадекват-
ной [9, 27], так как функции h (z) и μ (h) нелиней-
ны (рис. 4, а) и мембрана ведет себя как вязко-
упругая среда.

Данный поход позволяет оценивать локаль-
ные деформации мембран эритроцитов не только
по конечной величине hmax, но и оценивать измене-
ния нелинейной жесткости мембран по мере уве-
личения ее деформации внутрь клетки (по мере
индентации зонда).

При исследовании упруго-эластичных де-
формаций мембран эритроцитов следует обсу-
дить, какая физическая величина может адекват-
но описать свойства таких мембран. В работе эти
свойства описываются функциями h(z), �h/�z
(h) и μ(h). Этот набор функций достаточно полно
описывает процесс идентации (погружения)
зонда в мембраны. 

В целом можно судить о жесткости мембра-
ны по величине hmax. Чем меньше hmax, тем жестче
мембрана. Но этот параметр дает лишь общее
представление о свойствах мембраны. Если в ис-
следовании поставлена цель изучить локальные
свойства различных наноструктур мембраны
эритроцита, то необходимо построить функцию
�h/�z (h). В контексте обсуждаемой задачи па-
раметр μ имеет определенный физический смысл:
он показывает, какую силу F необходимо прило-
жить к зонду, что бы он прогнул мембрану и по-
грузился на глубину hi. Если по мере погружения
индентора свойства мембраны будут меняться, то
и коэффициент μ тоже будет различен для разных
величин hi.

Для неоднородных сред, например, для мем-
бран эритроцитов теоретическая зависимость,
определяющая F, будет иметь вид:

F=Ψ[ϕ (h),f (S),Φ(K)] (7)
Функция ϕ(h) описывает неоднородное по-

ведение мембраны при погружении зонда. Она
включает в себя эмпирические зависимости h (z),
�h/�z(h) и μ(h), но, по-видимому, не описывает-
ся полностью только этими функциями. Именно
эта функция и является искомой при исследова-
нии механических свойств мембраны клетки. 

Функция f (S) учитывает изменение актив-
ной составляющей геометрии S зонда при его по-
гружении в мембрану. Эта зависимость описыва-
ется формулой Герца. Φ(K) — функция, опреде-
ляемая жесткостью кантилевера К (1). Функции
ϕ (h), f(S) и Φ(K) определяют вид эмпирической
кривой F(z) для клетки (рис. 2, кривая «M»). Глу-

In general, membrane stiffness can be judged
based on hmax. The smaller hmax is the stiffer is the
membrane. However, this parameter gives just a ge-
neral idea about membrane properties. If an investi-
gation is aimed at studying local properties of diffe-
rent nanostructures of the erythrocyte membrane,
it is necessary to build function �h/�z (h). In the
context of the problem under discussion, parameter
μ has a definite physical meaning: it shown what
force F should be applied to a probe to make it bend
the membrane and submerge to depth hi. If as the
indenter submerges, the membrane properties
change, then coefficient μ will also be different for
different hi.

For heterogeneous media, for example, erythro-
cytes' membranes, the theoretic dependence deter-
mining F will look as follows:

F=Ψ[ϕ (h),f (S),Φ(K)] (7)
Function ϕ(h) describes the heterogeneous be-

havior of a membrane during probe submergence. It
comprises empirical dependencies h (z), �h/�z(h)
and μ(h), but, apparently, it is not fully described by
these functions only. It is this function that is sought
for during investigation of cell membrane's mechani-
cal properties. 

Function f (S) takes into account the change
of active component of probe's geometry S during
its submersion into a membrane. This dependence
is described by the Hertz formula. Φ(K) is the
function determined by cantilever stiffness К (1).
Functions ϕ (h), f(S) and Φ(K) determine the
shape of empirical curve F(z) for a cell (fig. 2,
curve 'M'). The depth and process of submersion
strongly depend on function ϕ (h). Function f(S)
has little influence on the end result and may be
ignored in indenter submersion recording and
model building [27, 28].

Measurement of the local stiffness of red blood
cells' membranes addresses the issue of getting infor-
mation about nanomechanical peculiarities and
structure of this region of membrane. 

Conclusion 

The paper provides the experimental data
and substantiates the possibility of measuring
local stiffness of blood cell membranes using the
method of atomic force spectroscopy. The process
of viscoelastic deformation of a membrane accom-
panying probe indentation is shown. In different
cells and even in different zones of one cell, the
maximal local stiffness and probe passage process
might be  different. The suggested approach may
be employed in fundamental and clinical studies of
parameters blood cells in the norm and diseases.
The method of recording nonlinear deformations
may be most efficient in the reanimatology and re-
habilitation practice.
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бина и процесс погружения сильно зависит от
функции ϕ (h). Функция f(S) слабо влияет на ко-
нечный результат и при регистрации погружения
индетора и построении моделей может не учиты-
ваться [27, 28].

Измерение локальной жесткости мембран
красных клеток крови решает задачу получения
информации о наномеханических особенностях и
структурном строении данной области мембраны. 

Заключение

В работе привели экспериментальные дан-
ные и обосновали возможность измерения ло-

кальной жесткости мембран клеток крови, ис-
пользуя метод атомно-силовой спектроскопии.
Показали процесс упруго-эластичной деформа-
ции мембраны по мере индентации зонда. На раз-
ных клетках, и даже в разных зонах одной клетки,
максимальная величина локальной жесткости и
процесс прохождения зонда могут быть различ-
ны. Предложенный подход может быть использо-
ван при проведении фундаментальных и клини-
ческих исследований свойств клеток крови в
норме и при различных заболеваниях. Особенно
эффективным метод регистрации нелинейных де-
формаций может быть в практике реаниматоло-
гии и реабилитологии.
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