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Окис ле ние ге мог ло би на в мет ге мог ло бин
про ис хо дит с об ра зо ва ни ем су пе рок сид но го
ра ди ка ла при пос ле ду ю щей его нейт ра ли за -
ции су пе рок сид дис му та зой с об ра зо ва ни ем
пе рок си да во до ро да, ути ли за ция ко то ро го
осу ще с твля ет ся ка та ла зой и глу та ти он пе -
рок си да зой [1]. Не дос та ток глу та ти о на
в эрит ро ци тах при во дит к сни же нию ак тив -
нос ти глу та ти он пе рок си да зы, по вы ше нию
кон це нт ра ции пе рок си да во до ро да, об ра зо ва -
нию гид ро пе рок си дов жир ных кис лот и по -
вреж де нию мемб ран [1, 2]. Не ко то рые
иссле до ва те ли пред по ла га ют, что рост ос мо -
ти чес кой хруп кос ти эрит ро ци тов пос ле
замо ра жи ва ния и хра не ния при –80 °С оп ре -
де ля ет ся ин дук ци ей пе рок сид но го окис ле -
ния ли пи дов (ПОЛ) мемб ран всле д ствие
окис ле ния ге мог ло би на в мет ге мог ло бин [3].
При этом с уве ли че ни ем сро ка хра не ния об -
раз цов от 1 до 6 мес от ме ча ет ся кор ре ля ция

меж ду рос том кон це нт ра ции ма ло но во го ди -
аль де ги да (МДА) и по вы ше ни ем ос мо ти чес -
кой хруп кос ти эрит ро ци тов [3]. 

Эрит ро ци ты, за мо ро жен ные в сре де без
кри оп ро тек то ра, в зна чи тель ной сте пе ни
пов реж де ны, а ос тав ша я ся часть кле ток
(1–2%) мор фо ло ги чес ки предс тав ле на сфе -
ро ци та ми и сфе ро э хи но ци та ми с ми е ли но -
по доб ны ми струк ту ра ми, от ко то рых от де -
ля ют ся ве зи ку лы. Вклю че ние в сре ду
за мо ра жи ва ния декстра на обес пе чи ва ет
пре до тв ра ще ние ве зи ку ля ции и за мет но го
ге мо ли за эрит ро ци тов, при этом ос тав ши е ся
клет ки мор фо ло ги чес ки предс тав ле ны в ос -
нов ном дис ко ци та ми с не вы со ким со дер жа -
ни ем эхи но ци тов [4]. Од на ко та кие мор фо -
ло ги чес кие по ка за те ли ха рак тер ны для
кле ток, ко то рые не от мы ва лись от декстра на
пос ле за мо ра жи ва ния. Эрит ро ци ты, за мо ро -
жен ные в сре де с декстра ном (30%) или гли -
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Ис сле до ва ли ос мо ти чес кие, ан ти ок си да нт ные и мор фо ло ги чес кие ха рак те рис ти ки эрит ро ци тов,
за мо ро жен ных в жид ком азо те (–196 °С) в сре де, со дер жа щей по ли э ти ле нг ли коль�1500, или в ком -
би ни ро ван ной сре де с по ли э ти ле нг ли ко лем�1500 и ди ме тил суль фок си дом. При за мо ра жи ва нии
в сре де, со дер жа щей по ли э ти ле нг ли коль�1500, от ме ча ет ся зна чи тель ная сте пень пов реж де ния эрит -
ро ци тов (55–60%), по те ря клет ка ми глу та ти о на при от мы ва нии кри о кон сер ван та и по вы ше ние про -
ни ца е мос ти ос тав шей ся час ти кле ток для ио нов Н+. В то же вре мя не вы яв ле но су ще ст вен но го уве ли -
че ния кон це нт ра ции ма ло но во го ди аль де ги да и зна чи тель но го из ме не ния по ка за те лей ак тив нос ти
глу та ти он за ви си мых эн зи мов (глу та ти он ре дук та зы и глу та ти он пе рок си да зы) при за мо ра жи ва нии 
в двух ука зан ных сре дах. При до пол ни тель ном вклю че нии в сре ду ди ме тил суль фок си да сте пень 
по в реж де ния эрит ро ци тов во время за мо ра жи ва ния сни жа ет ся (7–9%) с сох ра не ни ем ос мо ти чес ких,
ан ти ок си да нт ных и мор фо ло ги чес ких свойств ос тав шей ся час ти кле ток пос ле от мы ва ния кри о кон -
сер ван та. По лу чен ные ре зуль та ты поз во ля ют пред по ло жить, что сох ра не ние ос мо ти чес ких и мор фо -
ло ги чес ких свойств эрит ро ци тов, за мо ро жен ных в ком би ни ро ван ной сре де с по ли э ти ле нг ли ко -
лем1500 и ди ме тил суль фок си дом, обес пе чи ва ет ся про ник но ве ни ем пос лед не го в клет ки 
и ос лаб ле ни ем ги пер то ни чес ко го стрес са, обус лов лен но го кон це нт ри ро ва ни ем NaCl и ПЭГ�1500 при
за мо ра жи ва нии. 
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це ро лом (35%) и от мы тые от кри о кон сер -
ван та изо то ни чес ким раст во ром NaCl
(0,9%), яв ля ют ся ос мо ти чес ки хруп ки ми по
срав не нию с ин та кт ны ми клет ка ми [4]. Ис -
поль зо ва ние гли це ро ла в вы со кой кон це нт -
ра ции тре бу ет спе ци аль ных под хо дов для
его от мы ва ния с ис поль зо ва ни ем ря да ги -
пер  то ни чес ких раст во ров с целью сох ра не -
ния ос мо ти чес ких свойств эрит ро ци тов [5]. 

Кри о кон сер ви ро ва ние эрит ро ци тов с по -
ли мер ны ми неп ро ни ка ю щи ми кри оп ро тек -
то ра ми мо жет иск лю чать про це ду ру их от -
мы ва ния, од на ко пос ле транс фу зии кле ток
с та ки ми кри оп ро тек то ра ми вы яв ля ют ся
лей ко ци тоз, по вы ше ние кон це нт ра ции ге -
мог ло би на и би ли ру би на в плаз ме, а так же
от ме ча ет ся за де рж ка вы ве де ния кри оп ро -
тек то ров из ор га низ ма [6]. Для уст ра не ния
та ких проб лем не об хо ди мо сни зить кон це -
нт ра цию по ли мер ных кри оп ро тек то ров или
от мы вать их пе ред транс фу зи ей [7]. Од на ко
эрит ро ци ты, за мо ро жен ные с по ли мер ны ми
кри оп ро тек то ра ми, ос мо ти чес ки не ус той чи -
вы [4, 6]. 

В свя зи с вы ше из ло жен ным воз ни ка ет за -
да ча раз ра бот ки кри о кон сер ван тов, ко то рые
бу дут не толь ко обес пе чи вать сох ра не ние ос -
мо ти чес ких свойств эрит ро ци тов при за мо -
ра жи ва нии, но и уп ро щать их от мы ва ние от
кри о кон сер ван та пос ле раз мо ра жи ва ния. 

Из ве ст но, что ес ли сре да, в ко то рой на хо -
дят ся эрит ро ци ты, со дер жит не бо лее 6%
гли це ро ла, то пос ле ду ю щее пе ре не се ние
кле ток в изо то ни чес кий раст вор NaCl не вы -
зы ва ет на ру ше ния ос мо ти чес кой ус той чи -
вос ти кле ток [8]. Эти дан ные ука зы ва ют на
то, что кри о кон сер вант дол жен со дер жать
не вы со кую кон це нт ра цию про ни ка ю ще го
кри оп ро тек то ра, для то го что бы при от мы -
ва нии эрит ро ци тов изо то ни чес ким раст во -
ром NaCl по лу чить ос мо ти чес ки нор маль ные
клет ки. Для ди ме тил суль фок си да (ДМСО)
и 1,2�про пан ди о ла (1,2�ПД) та кая кон це нт -
ра ция мо жет быть вы ше, пос коль ку их про -
ни ца е мость для мемб ран эрит ро ци тов на
поря док вы ше, чем у гли це ро ла [9]. Ис поль -
зо ва ние ком би ни ро ван но го кри о кон сер ван -
та, со дер жа ще го по ли ви нил пир ро ли дон
(15%) и ДМСО (25%), поз во ля ет уп рос тить
спо соб от мы ва ния эрит ро ци тов пос ле за мо -
ра жи ва ния и от мы вать их толь ко дву мя
цик ла ми вмес то че ты рех, ис поль зу е мых
пос ле за мо ра жи ва ния�от та и ва ния эрит ро -
ци тов в сре де с гли це ро лом [10]. 

Ус та нов ле но, что со че та ние в кри о кон -
сер ван те декстра на или ПЭГ�1500 с ДМСО
(15%) при во дит к уст ра не нию так на зы ва е -
мо го эф фек та «упа ков ки» [11] — про яв ле -

ния боль шей сте пе ни пов реж де ния эрит ро -
ци тов при за мо ра жи ва нии�от та и ва нии  с вы -
со ким ге ма ток ри том по срав не нию с низ ким
[12]. При быст ром за мо ра жи ва нии�от та и ва -
нии  эф фект «упа ков ки» оп ре де ля ет ся в ос -
нов ном при рос том пост ги пер то ни чес ко го
стрес са на клет ки при раз мо ра жи ва нии [13].
В свя зи с этим уст ра не ние эф фек та «упа ков ки»
слу жит по ка за те лем ос лаб ле ния действия
пост ги пер то ни чес ко го стрес са и, сле до ва -
тель но, раз мо ро жен ные эрит ро ци ты мо гут
быть бо лее ос мо ти чес ки ус той чи вы ми при
про це ду ре от мы ва ния кри о кон сер ван та, что
даст воз мож ность уп рос тить спо соб их от мы -
ва ния, иск лю чив ги пер то ни чес кие раст во -
ры. Сте пень пост ги пер то ни чес ко го пов реж -
де ния эрит ро ци тов су ще ст вен но за ви сит от
тем пе ра ту ры сре ды для ре сус пен ди ро ва ния:
при 35–37 °С клет ки про яв ля ют на и боль -
шую ус той чи вость к дан но му пов реж да ю ще -
му фак то ру [14]. 

Та ким об ра зом, для от мы ва ния эрит ро -
ци тов пос ле раз мо ра жи ва ния од ним изо то -
ни чес ким раст во ром NaCl без ис поль зо ва ния
ги пер то ни чес ких раст во ров кри о кон сер вант
дол жен со дер жать не вы со кие кон це нт ра ции
про ни ка ю щих кри оп ро тек то ров. При этом
от мы ва ние не об хо ди мо про из во дить при
35–37 °С, а за щит ная сре да долж на уст ра нять
один из ос нов ных фак то ров пов реж де ния
эрит ро ци тов при за мо ра жи ва нии с вы со ким
ге ма ток ри том — эф фек т «упа ков ки», с тем
что бы ос ла бить пов реж да ю щее действие
пост ги пер то ни чес ко го стрес са при раз мо ра -
жи ва нии. 

Цель ра бо ты — оп ре де лить ос мо ти чес -
кие, ан ти ок си да нт ные и мор фо ло ги чес кие
свой ства эрит ро ци тов, от мы тых изо то ни чес -
ким раст во ром NaCl пос ле за мо ра жи ва ния в
ком би ни ро ван ной сре де с ПЭГ�1500 и ДМСО. 

Ма те ри а лы и ме то ды

В ра бо те ис поль зо ва ли  NaCl (х. ч.), по ли -
э ти ле нг ли коль с мо ле ку ляр ной мас сой 1500
(ПЭГ�1500) про из во д ства Merck (Гер ма ния),
ди ме тил суль фок сид (ДМСО) про из во д ства
Sigma (США). Сре ды за мо ра жи ва ния го то -
ви ли на изо то ни чес ком раст во ре NaCl
(0,9%). Кри о кон сер ван ты со дер жа ли
ПЭГ�1500 (20%) или ПЭГ�1500 (20%) в ком -
би на ции с ДМСО (15%). 

Эрит ро ци ты че ло ве ка по лу ча ли из кро ви
2�й груп пы от до но ров мужс ко го по ла пос ле
че ты ре хк рат но го от мы ва ния их изо то ни чес -
ким раст во ром NaCl. Ме тал ли чес кие кон тей -
не ры объ е мом 10 мл с об раз ца ми эрит ро ци -
тов в сре дах за мо ра жи ва ния с ге ма ток ри том
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40% ин ку би ро ва ли 30 мин при 25 °С, за тем
по г ру жа ли в жид кий азот (–196 °С) на
30 мин ли бо на 35 ме ся цев. За мо ро жен ные
об раз цы эрит ро ци тов раз мо ра жи ва ли на во дя -
ной ба не при 40 °С в те че ние 3 мин. За тем к
1 мл раз мо ро жен ной кле точ ной сус пен зии
при пе ре ме ши ва нии мед лен но до бав ля ли
9 мл теп ло го (37 °С) изо то ни чес ко го раст во -
ра NaCl в те че ние не ме нее 30 с (ско рость до -
бав ле ния — не бо лее 0,3 мл/с). Су спен зию
цент ри фу ги ро ва ли при 3 000 об/мин в те че -
ние 5 мин и уда ля ли на до са доч ную жид -
кость. Про це ду ру раз ве де ния и цент ри фу ги -
ро ва ния пов то ря ли еще один раз. Пос ле
это го эрит ро ци ты триж ды от мы ва ли теп лым
(37 °С) изо то ни чес ким раст во ром NaCl, не
учи ты вая при этом ско рость раз ве де ния
осад ка эрит ро ци тов. 

Ос мо ти чес кий ге мо лиз эрит ро ци тов ис -
сле до ва ли в сре де, со дер жа щей 10 ммоль/л
трис�бу фе ра (рН 7,4) и NaCl с раз лич ной
кон це нт ра ци ей (0,09–0,9%). Клет ки в сре де
объ е мом 1 мл с ге ма ток ри том 0,6% ин ку би -
ро ва ли в те че ние 15 мин при 25 °С, да лее
цент ри фу ги ро ва ли при 3 000 об/мин 3 мин с
пос ле ду ю щим из ме ре ни ем сте пе ни ге мо ли за
в на до са доч ной жид кос ти. 

Сте пень ге мо ли за эрит ро ци тов вы чис ля -
ли пос ле спект ро фо то мет ри чес ко го оп ре де -
ле ния ко ли че ст ва ге мог ло би на, из ме ряя
пог ло ще ние в су пер на тан те об раз цов при
дли не вол ны 543 нм [15]: 

сте пень ге мо ли за (%) = [А1/А2] × 100%,

где А1 — пог ло ще ние су пер на тан та экс пе ри -
мен таль но го об раз ца; 

А2 — пог ло ще ние при пол ном ге мо ли зе
конт роль но го об раз ца. 

Про ни ца е мость эрит ро ци тов для ио нов
Н+ ис сле до ва ли в изо то ни чес кой суль фат ной
сре де в тер мос та ти ру е мой (37 °С) ячей ке
с рН�элект ро дом [16]. 

Со дер жа ние глу та ти о на в эрит ро ци тах
оп ре де ля ли спект ро фо то мет ри чес ки с ис поль -
зо ва ни ем ди ти о бис нит ро бен зой ной кис ло ты
при дли не вол ны 412 нм [17]. 

Оп ре де ле ние МДА про из во ди ли спект ро -
фо то мет ри чес ки при дли не вол ны 535 нм,
ис поль зуя ти о бар би ту ро вую кис ло ту сог лас но
ме то ду [18]. 

Ак тив ность глу та ти он пе рок си да зы оце ни -
ва ли по ме то ду [19] с ис поль зо ва ни ем ди ти о бис -
нит ро бен зой ной кис ло ты, ак тив ность глу та -
тион ре дук та зы — с при ме не ни ем ме то да [20]. 

Мор фо ло гию эрит ро ци тов до и пос ле за -
мо ра жи ва ния изу ча ли с по мощью све то во го
мик рос ко па. В сус пен зию эрит ро ци тов с ге -
маток ри том 1,7% вно си ли аль бу мин в кон -
це нт ра ции 1%, взвесь пе ре ме ши ва ли и че рез
2 мин тес ти ро ва ли из ме не ние мор фо ло гии.
Аль бу мин яв ля ет ся ста би ли за то ром дис ко -
ид ных форм эрит ро ци тов (нор мо ци тов)
в кро ви [21], по э то му по сте пе ни их транс -
фор ма ции в дис ко ци ты мож но су дить об об -
ра ти мос ти струк тур ных на ру ше ний в мемб -
ра нах за мо ро жен ных кле ток. 

Ста тис ти чес кие рас че ты про из во ди ли на
ос но ве ре зуль та тов, по лу чен ных на эрит ро -
цитах от пя ти до но ров. Дан ные предс тав ле ны
как сред нее зна че ние ± стан да рт ная ошиб -
ка. Для оп ре де ле ния ста тис ти чес кой дос то -
вер нос ти ре зуль та тов ис поль зо ва ли не па ра -
мет ри чес кий ме тод Ман на–Уит ни при
Р < 0,05 [22]. 

Ре зуль та ты и об суж де ние

За мо ра жи ва ние эрит ро ци тов в сре де
с ПЭГ�1500 при во дит к зна чи тель но му пов -
реж де нию кле ток — 55 и 60% до и пос ле
хра не ния, со от ве т ствен но, а так же к по вы -
ше нию про ни ца е мос ти ос тав шей ся час ти
эрит ро ци тов для ио нов Н+ по срав не нию
с ин та кт ны ми клет ка ми (табл. 1). 

Вклю че ние в сре ду за мо ра жи ва ния
ДМСО спо со б ству ет су ще ст вен но му сни же -
нию сте пе ни пов реж де ния эрит ро ци тов, при
этом по ка за те ли про ни ца е мос ти мемб ран
для ио нов Н+ дос то вер но не  пре вы ша ют
ана ло гич ные ве ли чи ны для ин та кт ных кле -
ток (табл. 1). 

Таб ли ца 1. Сте пень пов реж де ния и про ни ца е мость мемб ран для ио нов Н+

в эрит ро ци тах, от мы тых пос ле за мо ра жи ва ния в жид ком азо те в сре де с ПЭГd1500 (20%) 
в ком би на ции с ДМСО (15%)

Сос тав сре ды за мо ра -
жи ва ния

Ге мо лиз эрит ро ци тов пос ле от мы ва ния
кри о кон сер ван та (%) 

Про ни ца е мость ос тав шей ся час ти 
эрит ро ци тов для ио нов Н+ (Р·108 м/с)

Без хра не ния 35 ме ся цев хра не ния Без хра не ния 35 ме ся цев хра не ния

ПЭГ�1500 55,0±3,8 60,0±3,2 2,33±0,31* 2,35±0,29*

ПЭГ�1500 + ДМСО 7,0±1,8 9,0±1,6 1,82±0,29 1,87±0,33  

Про ни ца е мость ин та кт ных эрит ро ци тов для ио нов Н+ 1,49±0,18  
* — Р < 0,05 по срав не нию с ин та кт ны ми эрит ро ци та ми.
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Ре зуль та ты ис сле до ва ния ос мо ти чес ко го
ге мо ли за за мо ро жен ных эрит ро ци тов пред -
став ле ны на рис. 1. В со ле вой сре де с кон це -
нт ра ци ей NaCl 0,45–0,9% от ме ча ет ся
сниже ние ос мо ти чес кой ус той чи вос ти эрит -
ро ци тов, за мо ро жен ных в сре де с ПЭГ�1500
(по срав не нию с ин та кт ны ми клет ка ми), в то
вре мя как при кон це нт ра ции со ли 0,09–0,4%
про ис хо дит по вы ше ние ос мо ти чес кой ус той -
чи вос ти (рис. 1, кри вая 3). При со че та нии в
сре де за мо ра жи ва ния ПЭГ�1500 и ДМСО
кри вая ос мо ти чес ко го ге мо ли за за мо ро жен -
ных эрит ро ци тов не су ще ст вен но от ли ча ет ся
от та ко вой для ин та кт ных кле ток, что ука -
зы ва ет на сох ра не ние ос мо ти чес кой хруп -
кос ти за мо ро жен ных эрит ро ци тов (рис. 1,
кри вая 2). 

Пред по ла га ет ся, что рост ос мо ти чес кой
ус той чи вос ти эрит ро ци тов в ин тер ва ле по ка -
за те лей кон це нт ра ции NaCl 0,09–0,4%, ко то -
рые бы ли за мо ро же ны в сре де с ПЭГ�1500,
свя зан с на рас та ни ем гра ди ен та кон це нт ра -
ции это го по ли ме ра на мемб ра нах кле ток во
вре мя ох лаж де ния. При этом вклю че ние
в сре ду за мо ра жи ва ния ДМСО и пос туп ле ние
его в клет ки спо со б ству ет ос лаб ле нию ос мо ти -
чес ко го стрес са при за мо ра  жи ва нии, ко то рый
ин ду ци ру ет ся  кон це нт ри ро ва ни ем неп ро ни -
ка ю ще го по ли мер но го кри оп ро тек то ра [23]. 

По лу чен ные ре зуль та ты ис сле до ва ния
про ни ца е мос ти эрит ро ци тов для ио нов Н+

(табл. 1) и ос мо ти чес ко го ге мо ли за (рис. 1)
ука зы ва ют на то, что ком би на ция в сре де за -
мо ра жи ва ния ПЭГ�1500 и ДМСО обес пе чи -
ва ет сох ра не ние удов лет во ри тель ных ос мо -
ти чес ких свойств за мо ро жен ных кле ток. 

По ка за те ли со дер жа ния МДА и глу та ти -
о на в за мо ро жен ных и хра нив ших ся в жид -
ком азо те эрит ро ци тах сви де тель ству ют
о том, что в клет ках, не от мы тых от кри о -
кон сер ван та, оп ре де ля ет ся нес коль ко боль шая
кон це нт ра ция МДА, чем в от мы тых эрит ро -
ци тах (табл. 2), од на ко эти из ме не ния не до -
сто вер ны. В то же вре мя не от ме ча ет ся зна -
чи тель но го рос та МДА пос ле хра не ния
эрит ро ци тов, за мо ро жен ных в сре де с
ПЭГ�1500 или в сре де с ПЭГ�1500 и ДМСО. 

В эрит ро ци тах пос ле за мо ра жи ва ния
и хра не ния в сре де, со дер жа щей ПЭГ�1500,
пос ле от мы ва ния кри о кон сер ван та су ще ст -
вен но умень ша ет ся кон це нт ра ция глу та ти о на.
Вклю че ние в сре ду за мо ра жи ва ния до пол -
ни тель но ДМСО не при во дит к зна чи тель но -
му умень ше нию глу та ти о на в эрит ро ци тах
пос ле от мы ва ния кри о кон сер ван та (табл. 2).
Это ука зы ва ет на мень шую по те рю барь ер ной
функ ции мемб ран для глу та ти о на при за мо -
ра жи ва нии эрит ро ци тов в ком би ни ро ван ном
кри о кон сер ван те с ПЭГ�1500 и ДМСО. 

Рис. 1. За ви си мость ге мо ли за 
от кон це нт ра ции NaCl для эрит ро ци тов, 

от мы тых пос ле за мо ра жи ва ния и хра не ния 
в жид ком азо те в раз лич ных сре дах: 

1 — ин та кт ные клет ки; 2 — сре да, со дер жа щая
20% ПЭГ�1500 и 15% ДМСО; 3 — сре да, со дер -
жа щая 20% ПЭГ�1500

1
2
3

Таб ли ца 2. Со дер жа ние МДА и вос ста нов лен но го глу та ти о на в эрит ро ци тах пос ле за мо ра жи ва ния
и хра не ния в жид ком азо те в сре дах с ПЭГd1500 (20%) и ДМСО (15%)

Ус ло вия экс пе ри мен та МДА (мкмоль/г Hb) Глу та ти он (мкмоль/г Hb)

Сре ды 
за мо ражи ва ния Об раз цы эрит ро ци тов Без хра не ния 35 ме ся цев 

хра не ния Без хра не ния 35 ме ся цев 
хра не ния 

ПЭГ�1500 
С кри о консер ван том 1,15±0,18 1,35±0,21 9,5±1,7 8,3±1,3   

Пос ле от мыва ния
криокон сер ван та 1,02±0,16 1,21±0,19 5,1±0,81* 4,0±0,7*

ПЭГ�1500 +
ДМСО 

С кри о консер ван том 1,17±0,19 1,32±0,23 10,0±1,8 9,9±1,6   

Пос ле от мыва ния
криокон сер ван та 1,04±0,15 1,08±0,17 9,1±1,2 8,1±1,4  

Для ин та кт ных эрит ро ци тов 0,98±0,13 10,5±1,6  
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Ак тив ность глу та ти он за ви си мых эн зи -
мов пос ле за мо ра жи ва ния и хра не ния эрит -
ро ци тов в жид ком азо те су ще ст вен но не из -
ме ня лась (табл. 3). 

На рис. 2 при ве де ны мик ро фо тог ра фии
эрит ро ци тов, от мы тых изо то ни чес ким раст -
во ром NaCl. Ин та кт ные клет ки предс тав ле -
ны (1) сто ма то ци та ми (70–87%) и эхи но ци -
та ми (13–30%), а в при су т ствии аль бу ми на
(2) эрит ро ци ты пре об ра зу ют ся в дис ко ци ты
(нор мо ци ты). Эрит ро ци ты, от мы тые пос ле
за мо ра жи ва ния и хра не ния с ПЭГ�1500,
явля ют ся сфе ро ци та ми (3), при су т ствие
альбу ми на в сре де при во дит к из ме не нию
фор мы кле ток и они ста но вят ся эхи но ци та -
ми (4). 

Пос ле за мо ра жи ва ния и хра не ния в ком -
би ни ро ван ном кри о кон сер ван те, со дер жа -
щем ПЭГ�1500 и ДМСО, эрит ро ци ты пред -
став ле ны эхи но ци та ми и сфе ро э хи но ци та ми
(5), од на ко при су т ствие в сре де аль бу ми на
вы зы ва ет из ме не ние фор мы кле ток (6), и
они ста но вят ся в ос нов ном дис ко ци та ми
(65–68%) с мень шим ко ли че ст вом со дер жа -
ния сто ма то ци тов (17–22%) и эхи но ци тов
(15%). Это сви де тель ству ет о том, что эрит -
ро ци ты, за мо ро жен ные в ком би ни ро ван ном
кри о кон сер ван те, смо гут вос ста нав ли вать
свою функ ци о наль ную пол но цен ность пос ле
по па да ния в кро вя ное рус ло. 

Та ким об ра зом, за мо ра жи ва ние и хра не ние
эрит ро ци тов в жид ком азо те в сре де, со дер жа -
щей ПЭГ�1500, при во дит к зна чи тель но му
пов реж де нию эрит ро ци тов и ухуд ше нию ос -
мо ти чес ких и мор фо ло ги чес ких свойств ос -
тав шей ся час ти кле ток пос ле от мы ва ния
кри о кон сер ван та, од на ко дос то вер но го на -
коп ле ния МДА в мемб ра нах и из ме не ния ак -
тив нос ти глу та ти он за ви си мых эн зи мов не
про ис хо дит. Вклю че ние в сос тав сре ды
прони ка ю ще го кри оп ро тек то ра ДМСО при -
во дит к  нез на чи тель ной сте пе ни пов реж де -
ния эрит ро ци тов и сох ра не нию ос мо ти чес -
ких, ан ти ок си да нт ных и мор фо ло ги чес ких
свойств ос тав шей ся час ти кле ток пос ле от -
мы ва ния кри о кон сер ван та.

Вос ста нов ле ние мет ге мог ло би на в ге мо -
гло бин обес пе чи ва ет ся эн зи мом мет ге мог ло -
бин ре дук та зой с об ра зо ва ни ем су пе рок сид -
но го ра ди ка ла, при нейт ра ли за ции ко то ро го
об ра зу ет ся пе рок сид во до ро да. Из�за не до -
стат ка в эрит ро ци тах глу та ти о на сни жа ет ся
ак тив ность глу та ти он пе рок си да зы, что спо -
со б ству ет об ра зо ва нию гид ро пе рок си дов
жир ных кис лот и пов реж де нию мемб ран [1,
2]. Дан ные ли те ра ту ры ука зы ва ют на су ще -
ст во ва ние вза и мос вя зи меж ду ре ак ци я ми
ПОЛ и ре ак ци я ми, под дер жи ва ю щи ми ге -
мог ло бин в вос ста нов лен ной фор ме.

Сог лас но этим дан ным, в клет ках пос ле
за мо ра жи ва ния из ме ня ет ся рав но ве сие
меж ду ре ак ци я ми ПОЛ и ан ти ок си да нт ны -
ми свой ства ми эрит ро ци тов [3, 24]. При
этом в мемб ра нах кле ток на кап ли ва ет ся
конеч ный про дукт ПОЛ — МДА. Сте пень 

Таб ли ца 3. Ак тив ность эн зи мов глу та ти он пе рок си да зы и глу та ти он ре дук та зы в эрит ро ци тах 
пос ле за мо ра жи ва ния и хра не ния в жид ком азо те в сре де с ПЭГd1500 (20%) и ДМСО (15%)

Сре ды за мо ра жи ва ния
Глу та ти он пе рок си да за 

(мкмоль глу та ти о на/мин · г Hbd1)
Глу та ти он ре дук та за 

(мкмоль НАДФН2/мин · г Hbd1)

Без хра не ния 35 ме ся цев хра не ния Без хра не ния 35 ме ся цев хра не ния

ПЭГ�1500 145,6±20,2 142,3±23,0 12,4±2,1 11,8±1,9  

ПЭГ�1500 + ДМСО 148,5±27,0 145,4±19,5 12,7±2,0 12,2±1,8

Для ин та кт ных эрит ро ци тов 155,8±22,4 14,6±2,3  

Рис. 2. Мор фо ло гия эрит ро ци тов в сре де, 
со дер жа щей 0,9% NaCl: 

1, 3, 5 — без аль бу ми на; 2, 4, 6 — при на ли чии
аль бу ми на (1%); 1, 2 — ин та кт ные клет ки; 3, 4 —
пос ле за мо ра жи ва ния и хра не ния в жид ком азо -
те в сре де, со дер жа щей ПЭГ�1500; 5, 6 — пос ле
за мо ра жи ва ния и хра не ния в жид ком азо те
в сре де, со дер жа щей ПЭГ�1500 и ДМСО

1

65

43

2
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уве ли че ния кон це нт ра ции МДА оп ре де ля ет -
ся ско ростью за мо ра жи ва ния и от та и ва ния.
Чем ни же ско рость ох лаж де ния и от та и ва -
ния, тем вы ше уро вень об ра зо ва ния МДА
в за мо ро жен ных клет ках. На и мень ший
при рост ко ли че ст ва МДА наб лю да ет ся
в быст ро за мо ро жен ных и быст ро от та яв -
ших клет ках [24]. Кро ме то го, в быст ро за -
мо ро жен ных в жид ком азо те эрит ро ци тах
в сре де, со дер жа щей гид рок си э ти ли ро ван -
ный крах мал (ГЭК), при пос ле ду ю щем хра -
не нии их в те че ние 1–6 мес при –80 °С так же
вы яв ле но по вы ше ние кон це нт ра ции МДА
[3]. С уве ли че ни ем сро ка хра не ния эрит ро -
ци тов от 1 до 6 мес от ме ча лось по вы ше ние
их ос мо ти чес кой хруп кос ти. На ос но ве та -
ких ре зуль та тов ав то ры приш ли к зак лю че -
нию, что ак ти ва ция ПОЛ, при во дя щая
к рос ту ос мо ти чес кой хруп кос ти эрит ро ци тов,
ини ци иру ет ся су пе рок сид ным ра ди ка лом,
фор ми ро ва ние ко то ро го ин ду ци ру ет ся окис -
ле ни ем ге мог ло би на в мет ге мог ло бин при за -
мо ра жи ва нии и хра не нии эрит ро ци тов [3]. 

Ре зуль та ты на шей ра бо ты ука зы ва ют на
от су т ствие дос то вер но го на коп ле ния МДА
в мемб ра нах эрит ро ци тов пос ле их за мо ра -
жи ва ния и хра не ния в жид ком азо те не за ви -
си мо от сос та ва сре ды, а умень ше ние кон це нт -
ра ции вос ста нов лен но го глу та ти о на в клетках
свя за но с по те рей барь ер ной функ ции мемб -
ран при от мы ва нии кри о кон сер ван та
(табл. 2). Сле ду ет от ме тить, что эрит ро ци -
ты, за мо ро жен ные в сре де с ПЭГ�1500, име -
ют су ще ст вен ные отк ло не ния ос мо ти чес ких
по ка за те лей от та ко вых ин та кт ных кле ток
(табл. 1, рис. 1). Од на ко при хра не нии в за -
мо ро жен ном сос то я нии в них не вы яв ле но
по вы ше ния кон це нт ра ции МДА и су ще ст -
вен но го из ме не ния ак тив нос ти глу та ти о н -
прев ра ща ю щих эн зи мов (табл. 2, 3). Ус та нов -
ле но, что на ру ше ние ос мо ти чес ких свойств
за мо ро жен ных эрит ро ци тов не за ви сит от их
ан ти ок си да нт ных свойств, а оп ре де ля ет ся
пов реж де ни я ми, ко то рые про ис хо дят не по -
сре д ствен но при за мо ра жи ва нии�от та и ва -
нии. За мо ра жи ва ние и хра не ние эрит ро ци -
тов в ком би ни ро ван ной сре де, со дер жа щей
ПЭГ�1500 и ДМСО, при во дит к нез на чи тель -
но му пов реж де нию кле ток и сох ра не нию их
ос мо ти чес ких (табл. 1, рис. 1) и мор фо ло ги чес -
ких свойств (рис. 2). Это сви де тель ству ет об эф -
фек тив нос ти ис поль зо ван ной ком би ни ро ван -
ной сре ды при за мо ра жи ва нии эрит ро ци тов. 

Сог лас но дан ным ли те ра ту ры, сре да, со -
дер жа щая ПЭК и ДМСО, яв ля ет ся эф фек -
тив ным кри о кон сер ван том для мно гих кле -
ток, вклю чая та ко вые кост но го моз га [25],
ге мо по э ти чес кие клет ки кор до вой кро ви

[26] и под же лу доч ной же ле зы че ло ве ка [27].
В дан ном слу чае ис поль зо ва ние ком би ни ро -
ван но го кри о кон сер ван та иск лю ча ет прог -
ра м мное за мо ра жи ва ние и поз во ля ет за мо -
ра жи вать клет ки без конт ро ля ско рос ти
ох лаж де ния. Ве ро ят но, это свя за но с тем,
что при за мо ра жи ва нии в та ком ком би ни ро -
ван ном кри о кон сер ван те сни жа ет ся сте пень
пе ре ох лаж де ния кле точ ных об раз цов, что
умень ша ет ве ро ят ность об ра зо ва ния внут -
рик ле точ ных крис тал лов ль да [25]. 

Вы яв ле но, что при за мо ра жи ва нии�от та -
и ва нии  эрит ро ци тов со че та ние в кри о кон -
сер ван те декстра на или ПЭГ�1500 с ДМСО
при во дит к уст ра не нию эф фек та «упа ков -
ки» и, со от ве т ствен но, к ос лаб ле нию пост ги -
пер то ни чес ко го воз дей ствия [11]. Уст ра не -
ние это го эф фек та при за мо ра жи ва нии
в сре де с гли це ро лом обес пе чи ва ет сох ра не ние
ос мо ти чес кой хруп кос ти эрит ро ци тов [28].
Та ким об ра зом, кри оп ро тек тор ную эф фек -
тив ность ком би ни ро ван ной сре ды, со дер жа -
щей ПЭГ�1500 и ДМСО, мож но объ яс нить
уст ра не ни ем эф фек та «упа ков ки». Су ще ст -
ву ет пред по ло же ние, что уве ли че ние сте пе -
ни пов реж де ния эрит ро ци тов, свя зан ное
с эф фек том «упа ков ки», оп ре де ля ет ся ме ха -
ни чес ки ми воз дей стви я ми крис тал лов ль да
и  уве ли че ни ем кон це нт ра ции раст во ра при
за мо ра жи ва нии [29], а так же ос мо ти чес ки -
ми воз дей стви я ми при раз мо ра жи ва нии
всле д ствие плав ле ния внек ле точ ных и внут -
рик ле точ ных крис тал лов ль да [30]. В ус ло -
ви ях быст ро го за мо ра жи ва ния и быст ро го
от та и ва ния (в на шей ра бо те ис поль зо ва ли
имен но та кой под ход) уве ли че ние сте пе ни ге -
мо ли за в эф фек те «упа ков ки» оп ре де ля ет ся
пост ги пер то ни чес ким стрес сом на ко неч ной
ста дии быст ро го раз мо ра жи ва ния из�за раз -
ве де ния внеш ней сре ды во дой всле д ствие та я -
ния ль да, зна чи тель ная часть ко то ро го бы ла
об ра зо ва на из внут рик ле точ ной во ды [13]. 

При за мо ра жи ва нии кри о за щит ные ком -
по нен ты под вер га ют ся кон це нт ри ро ва нию
и ока зы ва ют не толь ко про тек тор ное, но
и пов реж да ю щее действие. В этом кон те кс те
це ле со об раз но про а на ли зи ро вать дан ные
ли те ра ту ры. 

Кри о за щит ное действие по ли мер ных не -
про ни ка ю щих кри оп ро тек то ров обус лов ле но
их спо соб ностью обес пе чи вать сох ра не ние
ре па ра ци он ных свойств мемб ран, при этом
раз мо ро жен ные клет ки не те ря ют спо соб -
нос ти вос ста нав ли вать свой ка ти он ный ба -
ланс. Кро ме то го, за щит ное действие по ли -
ме ров свя за но со струк ту ри ро ва ни ем во ды
и под дер жа ни ем ее в жид ком сос то я нии при
низ ких тем пе ра ту рах в хо де за мо ра жи ва ния
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(до –35 °С) [31]. Од на ко на ря ду с по ло жи -
тель ны ми эф фек та ми по ли ме ры, кон це нт -
риру ясь в хо де за мо ра жи ва ния, спо со б ству ют
на рас та нию ги пер то ни чес ко го гра ди ен та
и пов реж де нию кле точ ных мемб ран [31].
Кри о за щит ное действие про ни ка ю щих кри о -
п ро тек то ров свя за но с про ник но ве ни ем их
в клет ки и умень ше ни ем сте пе ни де гид ра та -
ции кле ток, при этом про ис хо дит за мед ле -
ние ги пер кон це нт ри ро ва ния. Вмес те с тем
умень ше ние сте пе ни де гид ра та ции кле ток
при во дит к воз рас та нию ве ро ят нос ти фор -
ми ро ва ния внут рик ле точ ных крис тал лов
льда [31]. Та ким об ра зом, как у неп ро ни ка ю -
щих, так и у про ни ка ю щих кри оп ро тек то ров
су ще ст ву ют со пу т ству ю щие от ри ца тель ные
свой ства в цик ле за мо ра жи ва ния�от та и ва -
ния кле точ ных сус пен зий, ко то рые, ис хо дя
из вы ше из ло жен но го, мож но ос ла бить, ком -
би ни руя в сре де за мо ра жи ва ния два ви да
кри оп ро тек то ров. Вклю че ние про ни ка ю ще -
го кри оп ро тек то ра в сре ду с неп ро ни ка ю -
щим кри оп ро тек то ром и пос туп ле ние его
в клет ки мо жет при вес ти к умень ше нию
сте пе ни их де гид ра та ции и, со от ве т ствен но,
к ос лаб ле нию ги пер то ни чес ко го стрес са
в хо де за мо ра жи ва ния, обус лов лен но го кон -
це нт ри ро ва ни ем неп ро ни ка ю ще го кри оп ро -
тек то ра. Умень ше ние ин тен сив нос ти ги пер -
то ни чес ко го стрес са соз да ет ус ло вия для
ос лаб ле ния вли я ния ос мо ти чес ких ме ха низ -
мов пов реж де ния при раз мо ра жи ва нии, что
свя за но с флук ту а ци он ным вхо дом и вы хо -
дом во ды в клет ках при мед лен ном раз мо ра -
жи ва нии [30] ли бо с пост ги пер то ни чес ким
стрес сом на ко неч ном эта пе быст ро го от та и -
ва ния [13]. При ве ден ные дан ные ука зы ва ют
на ве ро ят ный ме ха низм эф фек тив нос ти

ком би ни ро ван ных кри о кон сер ван тов, со -
дер жа щих неп ро ни ка ю щие и про ни ка ю щие
кри оп ро тек то ры, всле д ствие ко то ро го уст -
ра ня ет ся эф фект «упа ков ки». 

Та ким об ра зом, за мо ра жи ва ние эрит ро -
ци тов в сре де с ПЭГ�1500 при во дит к зна чи тель -
но му пов реж де нию кле ток и су ще ст вен но му
из ме не нию ос мо ти чес ких и мор фо ло ги чес -
ких свойств ос тав шей ся час ти эрит ро ци тов
пос ле от мы ва ния кри о кон сер ван та. В то же
вре мя не вы яв ле но дос то вер ных из ме не ний
кон це нт ра ции МДА и ак тив нос ти глу та ти он-
ме та бо ли зи ру ю щих эн зи мов пос ле дли тель -
но го хра не ния эрит ро ци тов в за мо ро жен ном
сос то я нии. Со че та ние в кри о кон сер ван те
ПЭГ�1500 и ДМСО обес пе чи ва ет эф фек тив ные
кри о за щит ные свой ства ком би ни ро ван но го
сос та ва, что  сни жа ет действие пов реж да ю -
щих фак то ров  при за мо ра жи ва нии�от та и ва -
нии  и обес пе чи ва ет уп ро ще ние от мы ва ния
эрит ро ци тов пос ле раз мо ра жи ва ния изо то -
ничес ким раст во ром NaCl без ис поль зо ва ния
ги пер то ни чес ких сред. При этом эрит ро ци -
ты сох ра ня ют ос мо ти чес кие, ан ти ок си да нт ные
и мор фо ло ги чес кие по ка за те ли, оп ре де лен -
ные для конт ро ля. На ос но ве по лу чен ных
ре зуль та тов с уче том дан ных ли те ра ту ры
мож но пред по ло жить, что кри о за щит ная
эф фек тив ность ис поль зо ван но го ком би ни -
ро ван но го сос та ва свя за на с пос туп ле ни ем
в клет ки ДМСО и, всле д ствие это го, ос лаб ле -
ни ем ги пер то ни чес ко го стрес са, обус лов лен -
но го кон це нт ри ро ва ни ем неп ро ни ка ю щих
ком по нен тов сре ды при за мо ра жи ва нии, что
обес пе чи ва ет сох ра не ние ус той чи вос ти кле -
ток к пост ги пер то ни чес ко му стрес су при
раз мо ра жи ва нии. 
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ВЛАС ТИ ВОСТІ ЕРИТ РО ЦИТІВ, 
ЗА МО РО ЖЕ НИХ В КОМБІНО ВА НО МУ

СЕ РЕ ДО ВИЩІ З ПОЛІЕТИЛЕНГЛІКО ЛЕМ
І ДИ МЕ ТИЛ СУЛЬ ФОК СИ ДОМ

У. У. Ра ма за нов
Т. І. Дей не ко

Е. Л. Во ло вельсь ка
У. А. Коп те лов

В. А. Бон да рен ко

Інсти тут проб лем кріобіології і кріоме ди ци ни
НАН Ук раїни, Харків

E8mail: ramazanov.viktor@mail.ru

Досліджу ва ли ос мо тичні, ан ти ок си дантні
й мор фо логічні ха рак те рис ти ки ерит ро цитів,
за мо ро же них в рідко му азоті (–196 °С) в се ре -
до вищі, що містить поліети ленгліколь�1500,
або в комбіно ва но му се ре до вищі з поліети -
ленгліко лем ПЕГ�1500 і ди ме тил суль фок си -
дом. При за мо ро жу ванні в се ре до вищі, що
містить поліети ленгліколь�1500, відзначаєть -
ся знач ний ступінь уш код жен ня ерит ро цитів
(55–60%), втра та кліти на ми  глу татіону під
час відми вання кріокон сер ван ту і підви щен ня
про ник ності час ти ни клітин, що за ли ши ла ся,
для іонів Н+. Водночас не ви яв ле но істот но го
збіль шен ня кон це нт рації ма ло но во го діаль -
дегіду і знач ної зміни по каз ників ак тив ності
глу татіон за ле жи них ен зимів (глу татіон ре дук -
та зи і глу татіон пе рок си да зи) при за мо ро жу -
ванні в двох зазначених се ре до ви щах. У разі
додат ко во го вклю чення в се ре до ви ще ди ме -
тил суль фок си ду ступінь уш код жен ня ерит ро -
цитів при за мо ро жу ванні зни жуєть ся (7–9%)
зі збе ре жен ням ос мо тич них, ан ти ок си да нт них
і мор фо логічних влас ти вос тей час ти ни клітин,
що за ли ши ла ся, після відми ван ня кріокон сер -
ван ту. От ри мані ре зуль та ти доз во ля ють
припус ти ти, що збе ре жен ня ос мо тич них і мор -
фо логічних влас ти вос тей ерит ро ци тів, за мо ро -
же них у комбіно ва но му се ре до вищі з поліети -
ленгліко лем�1500  і ди ме тил суль фок си дом,
за без пе чуєть ся про ник нен ням ос тан нь о го в клі -
ти ни і ос лаб лен ням гіпер тонічно го стре су, 
зу мов ле но го кон це нт руванням NaCl та ПЕГ�150
при за мо ро жу ванні.

Клю чові сло ва: ерит ро ци ти, ос мо тичні,  ан ти -
ок си дантні і мор фо логічні  влас ти вості, за мо -
ро жу ван ня, комбіно ва ний кріокон сер вант.

PROPERTIES OF ERYTHROCYTES
FROZEN IN COMBINED MEDIUM 
WITH POLYETHYLENE GLYCOL 

AND DIMETHYLSULFOXIDE

V. V. Ramazanov
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E. L. Volovelskaya
V. A. Koptelov

V. A. Bondarenko

Institute for Problems of Cryobiology 
and Cryomedicine of National Academy 

of Sciences of Ukraine, Kharkiv
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Osmotic, antioxidative and morphological
characteristics of erythrocytes frozen in liquid
nitrogen (–196 °C) in a medium containing poly-
ethylene glycol –1500 or in combined medium
with polyethylene glycol�1500 and dimethylsul-
foxide were studied. During freezing in medium
containing polyethylene glycol –1500, signifi-
cant rate of erythrocytes damage (55–60%), glu-
tathione loss by the cells during
cryopreservative washing�out and penetration
increasing of rest of cells for H+ ions were report-
ed.

At the same time no significant increasing of
malonic dialdehyde concentration and valuable
change of indices of glutathione�metabolized
enzymes activity (glutathione reductase and glu-
tathione peroxidase) during freezing in two indi-
cated media were found out. At additional intro-
duction of DMSO into medium, damage rate of
erythrocytes during freezing decrease signifi-
cantly (7–9%) keeping the sufficient osmotic,
antioxidative and morphological properties of
the remained part of cells after cryopreservative
washing�out.

The findings enable to suggest that osmotic
and morphological properties retention of ery-
throcytes being frozen in combined medium with
polyethylene glycol�1500 and dimethylsulfoxide
were provided by penetration of the latter into
the cells and weakening of hypertonic stress,
stimulated by NaCl and polyethylene gly-
col�1500 concentration during freezing. 

Key words: erythrocytes, osmotic, antioxidative
and morphological properties, freezing, com-
bined cryopreservative. 




