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Проницаемость эритроцитов млекопитающих

для молекул глицерина и ДМСО и степень сохранности

клеток после замораживания-оттаивания

(Представлено академиком НАН Украины А.Н. Гольцевым)

Дослiджено проникнiсть мембран еритроцитiв ссавцiв для глiцерину та ДМСО, збе-

реженiсть еритроцитiв коня, бика, собаки та людини пiсля крiоконсервування пiд за-

хистом проникаючих крiопротекторiв. Показано, що висока збереженiсть еритроцитiв

ссавцiв досягається при використаннi ДМСО, оскiльки коефiцiєнт його проникнення на

порядок вищий, нiж для глiцерину.

Длительное хранение различных жизнеспособных клеток и тканей возможно только в усло-
виях криоконсервирования [1]. Известны методы низкотемпературного консервирования
эритроцитов человека [2, 3]. Однако они не совершенны и постоянно дорабатываются. В свя-
зи с этим важным является сравнительное изучение особенностей действия факторов крио-
консервирования на эритроциты различных животных, что необходимо для установления
общих механизмов криоповреждения и криозащиты. Актуальным является также разра-
ботка методов криоконсервирования эритроцитов домашних животных и использование их
в ветеринарной практике. Для эритроцитов животных таких технологий нет. Известно, что
эритроциты разных животных имеют особенности строения мембраны и регуляции ионно-
го гомеостаза [4]. Поэтому для новых объектов приходится экспериментально подбирать
криопротекторы и состав защитных сред. Известно, что наиболее эффективным криопро-
тектором для эритроцитов человека является глицерин [2, 3], обеспечивающий достаточно
высокую степень сохранности клеток, их стабильность и физиологическую полноценность,
что позволяет им выполнять свои функции в русле крови после трансфузии. Однако эф-
фективность глицерина и других криопротекторов для криоконсервирования эритроцитов
животных, а также особенности их проницаемости неизвестны. Одним из главных подходов
в разработке технологий криоконсервирования является изучение проницаемости мембран
эритроцитов для криопротекторов, так как именно этот параметр считается критическим
и определяет их различную реакцию на факторы низкотемпературного консервирования [1].
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Рис. 1. Уровень гемолиза эритроцитов млекопитающих после замораживания-отогрева под защитой ДМСО,
10% (�) и глицерина, 15% ( ). Результаты представлены как среднее значение ± средняя ошибка (SEM)
из восьми независимых экспериментов. ∗ — p < 0,01 относительно клеток, криоконсервированных с ДМСО,
∗∗ — p < 0,05 относительно эритроцитов человека

Наша цель состояла в оценке проницаемости молекул глицерина и диметилсульфокси-
да (ДМСО) в эритроциты домашних животных и определении сохранности клеток после
замораживания-оттаивания под защитой этих криопротекторов.

Материалы и методы. Материалом исследования служили эритроциты человека,
а также лошади, быка и собаки. Все животные были здоровыми, половозрелыми самцами.
Манипуляции с животными проводили согласно Международным принципам Европейской
конвенции о защите позвоночных животных (Страсбург, 1985 г.)

Кровь заготавливали на глюкозо-цитратном консерванте и хранили не более 48 ч
при 5 ◦С до проведения экспериментов. Эритроциты осаждали центрифугированием при
350 g. После удаления плазмы и лейкоцитарного слоя эритроциты трижды промывали
4-кратным объемом изотонического солевого раствора (150 мМ NaCl, 5 мМ фосфатный бу-
фер, pH 7,4). Для криоконсервирования эритроцитов были использованы следующие крио-
консерванты: 20% (w/v) ДМСО; 150 мМ NaCl; 5 мМ фосфатный буфер, pH 7,4 [5]; 30%
(w/v) глицерин; 150 мМ NaCl; 5 мМ фосфатный буфер, pH 7,4 [6]. Растворы смешивали
с эритромассой в соотношении 1 : 1 по объему. Криоконсервант добавляли к клеточной
суспензии при 20–22 ◦С в течение 10 мин. Замораживание осуществляли путем погружения
металлических контейнеров объемом 10 мл в жидкий азот.

Уровень гемолиза определяли как соотношение свободного гемоглобина в надосадке пос-
ле криоконсервирования к общему содержанию гемоглобина в пробе. Коэффициенты про-
ницаемости эритроцитов для криопротекторов определяли методом светорассеяния, осно-
ванным на физико-математической модели гемолиза эритроцитов [7].

Результаты и их обсуждение. Установлено, что для эритроцитов лошади, быка и со-
баки уровень гемолиза после замораживания-отогрева с ДМСО колеблется от 20 до 27%
(рис. 1), что свидетельствует о хорошей степени сохранности. При этом лучше сохраняются
эритроциты собаки, а хуже эритроциты лошади. После криоконсервирования под защитой
глицерина уровень гемолиза составляет 60–90%, т. е. сохраняется всего лишь 10–40% эри-
троцитов млекопитающих в зависимости от вида животного. Таким образом, глицерин не
обеспечивает приемлемый уровень защиты эритроцитов животных при использованном ре-
жиме замораживания-оттаивания.

Известно, что ДМСО лучше, чем глицерин проникает в большинство биологических
объектов [1, 5], что, видимо, и позволяет сохранить достаточное количество эритроцитов
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данных животных после замораживания-оттаивания. В связи с этим представляло интерес
сопоставить экспериментальные данные о проницаемости мембран эритроцитов для этих
криопротекторов.

В табл. 1 приведены результаты измерения коэффициентов проницаемости мембран эри-
троцитов домашних животных для проникающих криопротекторов — глицерина и ДМСО,
а также значения коэффициента проницаемости эритроцитов человека для данных ве-
ществ [8, 9]. Полученные данные свидетельствуют о том, что глицерин очень медленно
проникает в клетки всех исследуемых видов домашних животных, а ДМСО проникает
в те же эритроциты на порядок быстрее. Аналогичную закономерность установили авторы
работ [10, 11], в которых показано, что эритроциты собаки имеют очень низкую проницае-
мость для глицерина. Таким образом, установлено, что для эритроцитов человека [8, 9] ко-
эффициент проницаемости мембран для глицерина на порядок выше по сравнению с эритро-
цитами исследуемых нами животных. То есть эритроциты человека являются исключением
из изученного ряда эритроцитов млекопитающих. Они обладают низкой проницаемостью
для ДМСО и значительно более высокой проницаемостью для глицерина. Это, скорее все-
го, и обусловливает сохранность эритроцитов человека в процессе криоконсервирования
под защитой глицерина.

Известно, что глицерин является довольно гидрофильным веществом: коэффициент его
распределения в системе “n-октанол — вода” составляет 0,005, тогда как ДМСО достаточно
гидрофобный: его коэффициент распределения составляет 0,25 [8]. Это может объяснить,
почему ДМСО значительно легче проникает через липидный бислой в отличие от глице-
рина.

Проницаемость криопротекторов через липидный бислой мембраны путем диффузии
тесно связана также с его текучестью и, следовательно, с содержанием ненасыщенных жир-
ных кислот. Исследование эритроцитов лошади, быка, собаки и человека показало вариа-
ции по спектру и распределению жирных кислот, входящих в состав эфиров холестерина,
триглицеридов и фосфолипидов, а также фракций свободных жирных кислот (табл. 2).
В частности, степень ненасыщенных жирных кислот имеет наибольшее значение в эритро-
цитах лошади и уменьшается в ряду: лошадь → собака → бык → человек, а индекс двойных
связей имеет большее значение для эритроцитов человека [12]. В указанных эритроцитах
снижено также молярное соотношение холестерина к фосфолипидам и фосфотидилхолина
к сфингомиелину в сравнении с другими видами животных. По представленным показате-
лям можно судить о текучести мембраны, так как извесно, что чем больше ненасыщенных
жирных кислот, выше соотношение фосфотидилхолина к сфингомиелину и ниже содержа-

Таблица 1. Коэффициенты проницаемости мембран эритроцитов домашних животных и человека (Kc) для
ДМСО и глицерина при 20 ◦С

Млекопитающее
Глицерин ДМСО

Kc · 10
−7, м/с Kc · 10

−5, м/с

Лошадь 0,096 ± 0,19
∗†

0,516 ± 0,14
†

Бык 0,0525 ± 0,11
∗†

0,214 ± 0,18
†

Собака 0,046 ± 0,09
∗†

0,577 ± 0,12
†

Человек [8, 9] 0,38± 0,08
∗

0,053 ± 0,16

Пр и м е ч а н и е . Результаты представлены как среднее значение ± средняя ошибка (SEM) из шести незави-
симых экспериментов. ∗ — p < 0,01 относительно Kc для ДМСО, † — p < 0,01 относительно Kc эритроцитов
человека.
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Таблица 2. Характеристика липидного состава мембран эритроцитов [12]

Фракция Лошадь Бык Собака Человек

Ненасыщенные жирные кислоты
(мол. % от суммы жирных кислот
и сфингозина) 62,4 49,4 51,2 45,6
Холестерин (% всех липидов мембраны) 28,6 28,8 29,5 30
Молярное соотношение холестерина
к фосфолипидам 0,92 0,92 0,96 0,8
Молярное соотношение фосфотидилхолина
к сфингомиелину 3,14 — 4,34 1,04
Индекс двойных связей
для всех липидов мембраны 1,12 1,01 1,32 1,44

ние холестерина, тем значительнее повышается текучесть мембраны, а значит, и скорость
диффузии гидрофильных молекул. Из приведенных данных видно, что текучесть липидно-
го бислоя выше в эритроцитах человека, поэтому, видимо, и скорость диффузии глицерина
через их мембрану более высокая.

С другой стороны, известно, что некоторые вещества проходят через клеточные мембра-
ны со скоростью, значительно превышающей скорость диффузии через липидный бислой.
Показано, что обеспечение и регуляция их переноса осуществляется водными каналами
(аквапоринами), которые имеют избирательность к проходящим молекулам. Среди 13 изве-
стных аквапоринов (AQP) млекопитающих были выделены AQP3, AQP7, AQP9 и AQP10
как семейство акваглицеропоринов, способных к переносу глицерина [13]. AQP3 идентифи-
цирован как важный канал для транспорта глицерина в эритроцитах человека и крыс [14].
Эритроциты мышей не имеют AQP3, но главным каналом для транспорта глицерина в этих
клетках является AQP9 [15]. Для эритроцитов лошади, быка и собаки подобных сведений
нет. Возможно, у них отсутствуют данные белковые каналы или они не являются аква-
глицеропоринами, что также может обусловливать их низкую проницаемость мембран для
молекул глицерина.

Таким образом, плохая сохранность эритроцитов домашних животных при их криокон-
сервировании с глицерином может быть связана с его низкой проницаемостью в клетки.
Высокая сохранность эритроцитов лошади, быка и собаки при использованном нами ре-
жиме замораживания-отогрева достигается только под защитой ДМСО, так как его про-
ницаемость в исследуемые клетки на порядок выше по сравнению с проницаемостью для
глицерина.
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Permeability of mammalian erythrocytes for the molecules of glycerol

and DMSO and the level of cellular viability after freezing-thawing

We presented the results of investigation of the permeability of membranes of mammalian erythrocy-

tes for glycerol and DMSO and the viability of erythrocytes of horse, cow, dog, and human after the

cryopreservation under protection of cryoprotectants. It is shown that a high viability of mammalian

erythrocytes is achieved with the application of DMSO, since its permeability is significantly higher

than that of glycerol.
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