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Peripheral Blood Erythrocytes at Various
Types of Hypothermia of Homoiothermal Organism

Изучали влияние гипотермии гомойотермного организма на популяционный состав, осмотическую хрупкость и уровень
гемолиза эритроцитов периферической крови крыс. Состояния гипотермии достигали разными способами: краниоцеребральная
гипотермия (до ректальной температуры (РТ) 32,5 ± 0,5°С) на фоне блокады центров терморегуляции (ЦТ) на специальной
установке для программного охлаждения, иммерсионная (погружная) общая гипотермия (ИОГ) (РТ = 27,5 ± 0,5°С) в
модифицированном тесте Порсолта (плавание в ледяной воде) и общая гипотермия методом «закрытого сосуда» Анджуса-
Бахметьева-Джайя (ОГЗС) на фоне блокады ЦТ вследствие нарастающей гипоксии-гиперкапнии (РТ = 16,5 ± 0,5°С). Анализ
полученных результатов показал, что независимо от глубины и способа достижения гипотермии гомойотермного организма
наблюдаются обратимые, но различные по выраженности изменения: снижается количество дискоцитов, увеличивается доля
измененных форм (стоматоцитов и сфероцитов), а также повышается осмотическая хрупкость и усиливается гемолиз
эритроцитов. Через 24 ч после гипотермии наблюдается тенденция к повышению количества дискоцитов за счет уплощенных
форм, уменьшается доля измененных эритроцитов (стоматоцитов и сфероцитов), осмотическая хрупкость эритроцитов воз-
вращается к контрольному уровню, а при ОГЗС даже снижается, повышается устойчивость клеток к факторам гемолиза,
особенно после ИОГ.

Ключевые слова: краниоцеребральная гипотермия, общая гипотермия, иммерсионная гипотермия, эритроциты, форма
эритроцитов, осмотическая хрупкость, гемолиз.

Вивчали вплив гіпотермії гомойотермного організму на популяційний склад, осмотичну крихкість та рівень гемолізу
еритроцитів периферичної крові щурів. Стану гіпотермії досягали різними способами: краніоцеребральна гіпотермія (до
ректальної температури (РТ) 32,5 ± 0,5°С) на тлі блокади центрів терморегуляції (ЦТ) на спеціальній установці для програмного
охолодження, імерсійна (заглибна) загальна гіпотермія (ІЗГ) (РТ = 27,5 ± 0,5°С) в модифікованому тесті Порсолта (плавання
в крижаній воді) і загальна гіпотермія методом «закритої судини» Анджуса-Бахметьєва-Джайя (ЗГЗС) на тлі блокади ЦТ
внаслідок наростаючої гіпоксії-гіперкапнії (РТ = 16,5 ± 0,5°С). Аналіз отриманих результатів показав, що незалежно від
глибини і способу досягнення гіпотермії гомойотермного організму спостерігаються зворотні, але відмінні за виразністю
зміни: знижується кількість дискоцитів, збільшується частка змінених форм (стоматоцитів і сфероцитів), а також підвищується
осмотична крихкість і посилюється гемоліз еритроцитів. Через 24 години після гіпотермії спостерігається тенденція до
підвищення кількості дискоцитів за рахунок сплощених форм, зменшується частка змінених еритроцитів (стоматоцитів і
сфероцитів), осмотична крихкість еритроцитів повертається до контрольного рівня, а при ЗГЗС навіть знижується, підвищується
стійкість клітин до факторів гемолізу, особливо після ІЗГ.

Ключові слова: краніоцеребральна гіпотермія, загальна гіпотермія, імерсійна гіпотермія, еритроцити, форма еритроцитів,
осмотична крихкість, гемоліз.

The research deals with effect of hypothermia of homoiothermal organism on populations, osmotic fragility and hemolysis rate in
erythrocytes of peripheric blood of rats. The hypothermic state was initiated by different methods: craniocerebral hypothermia
(down to rectal temperature (RT) of 32.5 ± 0.5°C) on a background of blockade of thermoregulation centres (TC) using special device
for programmed cooling, whole body immersion hypothermia (WBIH) (RT of 27.5 ± 0.5°C) using Porsolt’s modified test (swimming
in ice cold water) and whole body hypothermia by method of closed vessel according Anjus-Bakhmet’ev-Giaja (CVWBH) on a
background of TC blockade resulted from increasing level of hypoxia-hypercapnia (RT of 16.5 ± 0.5°C). Analysis of obtained results
showed that independently of depth and the method of initiating hypothermia of homoiothermal organism we observed reversible
changes differing by expression rate: the discocytes number decreased, the share of changed shapes increased (stomatocytes and
spherocytes); as well as the rise in osmotic fragility and hemolysis level of erythrocytes. In 24 hrs post hypothermia we observed the
tendency for rising discocyte content on account of flattened forms, an increase of proportion of changed erythrocyte forms (stomatocytes
and spherocytes), the osmotic fragility of erythrocytes turned back to the control level, and after  CVWBH it decreased even more, the
tolerance of cells to hemolysis factors rised, especially after WBIH.

Key words: craniocerebral hypothermia, general hypothermia, immersion hypothermia, erythrocytes, erythrocytes forms, osmotic
fragility, hemolysis.
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Проблема биологического действия охлажде-
ния на организм млекопитающих и человека давно
является предметом пристального внимания иссле-
дователей и к настоящему времени накоплен боль-
шой массив данных о его влиянии на функциональ-
ную активность различных систем организма. Су-
ществует клиническая гипотермия (общая, локаль-
ная, краниоцеребральная гипотермия (КЦГ) и др.),
основное показание к применению которой связано
с необходимостью снижения интенсивности обме-
на веществ во всем организме или в отдельных
органах при возникновении угрозы гипоксии, а так-
же для ее предупреждения. Кроме управляемой
клинической гипотермии, организм может подвер-
гаться неконтролируемой (случайной), а также ги-
потермии, применяемой в комплексе с другими фак-
торами, в частности для достижения состояния
искусственного гипобиоза. Степень функциональ-
ных и метаболических нарушений при гипотермии
организма зависит от силы холодового фактора,
длительности его воздействия и способа ее дости-
жения.

В поддержании постоянства внутренней среды
организма значительная роль принадлежит эритро-
цитам – наиболее многочисленным форменным
элементам крови, которые в норме имеют двояко-
вогнутую форму (дискоциты), что обеспечивает
им высокую степень деформируемости и эластич-
ность. Эритроциты – высокоспециализированные
транспортные клетки, функциональная активность
которых во многом определяет эффективность
протекания физиологических процессов. Они так-
же участвуют в иммунных реакциях, процессах
свертывания крови, в депонировании, транспорти-
ровании и метаболизме гормонов и нейромедиа-
торов, регуляции кислотно-щелочного равновесия
и водно-электролитного обмена, в связывании и
переносе аминокислот, гепарина, липидов, вирусов,
токсинов, лекарственных веществ и др. [13, 17, 25].
Популяция эритроцитов неоднородна по возрасту,
форме, размерам и биохимическим параметрам,
клетки могут подвергаться разным обратимым и
необратимым трансформациям.

Изменение формы эритроцитов является ран-
ним неспецифическим диагностическим индикато-
ром [9] и может быть результатом старения,
нарушения внутриклеточного обмена или возни-
кать вследствие эндо- и экзогенных воздействий
[17].

Цель работы – изучить влияние различных ва-
риантов гипотермии – КЦГ и общей гипотермии –
на соотношение форм, осмотическую хрупкость и
гемолиз эритроцитов крови крыс.

Материалы и методы
Работа выполнена на 7–8-месячных самцах

белых крыс с соблюдением всех биоэтических

The biological effects resulted from cooling in mam-
malian and human organism has long been a subject
of attention of researchers and a large amount of data
have already been accumulated on its effect on the
functional activity of the various body systems. The
human applies the clinical hypothermia (general, local,
craniocerebral hypothermia (CCH), etc.), and main in-
dication of its using is associated with the need to re-
duce the intensity of metabolism in the whole body or
particular organs in the cases if hypoxia is highly pro-
bable, or to prevent the latter. In addition to controlled
clinical hypothermia an organism could undergo the
uncontrolled (accidental) one, as well as the hypother-
mia, applied in combination with other factors, in par-
ticular in the case of artificial hypobiosis induction. The
degree of functional and metabolic abnormalities under
the hypothermia of an organism depends on the strength
of cold factor, duration of its impact and the way of its
initiation.

Maintenance of constant internal environment of
an organism is provided substantially by erythrocytes,
being the most abundant elements of blood, which
normally are of biconcave shape (discocytes), that
facilitates their high deformability and elasticity. Red
blood cells are highly specialized transport cells, which
functional activity significantly affects the efficiency
of physiological processes. They are also involved in
immune reactions, blood clotting, transport and meta-
bolism of hormones and neurotransmitters, regulation
of acid-base balance and water-electrolytes exchange,
in the binding and transport of amino acids, heparin,
lipids, viruses, toxins, drugs, etc. [13, 17, 25]. Erythrocy-
te population is heterogeneous by age, shape, size and
biochemical parameters, the cells could undergo diffe-
rent reversible and irreversible transformations.

Changes in the shape of red blood cells is an early
non-specific diagnostic indicator [9] and may result
from aging, or intracellular metabolism disorders as
well as occur due to endogenous or exogenous influen-
ces [17].

The aim of this research was to examine the effect
of different types of hypothermia, i. e. CCH and whole
body hypothermia, on the proportions of the shapes,
osmotic fragility and hemolysis of red blood cells in
rats.

Materials and methods
The experiments were performed in 7–8 months

old white breedless male rats complying all the bio-
ethical standards for experiments in animals. Cranio-
cerebral hypothermia was done during 60 ± 10 minutes
till reaching the rectal temperature (RT) of 32,5 ± 0,5°C
using a special device created in the IPC&C of the
National Academy of Sciences of Ukraine, on the back-
ground of drug blockade of thermoregulatory centers
(TCs) (mixture of sodium thiopental and sodium hydro-
xybutyrate at 30 and 100 mg per kg of body weight,
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норм при работе с экспериментальными животны-
ми. КЦГ в течение 60±10 мин до ректальной тем-
пературы (РТ) 32,5±0,5 °C проводили при помощи
специальной установки, созданной в ИПКиК НАН
Украины, на фоне наркотической блокады центров
терморегуляции (ЦТ) (смесь тиопентала натрия и
оксибутирата натрия из расчета 30 и 100 мг/кг
массы соответственно). Иммерсионную (погруж-
ную) общую гипотермию (ИОГ) (РТ = 27,5 ± 0,5 °C)
осуществляли в модифицированном тесте «вынуж-
денное плавание» в ледяной воде (0°C) [33], дли-
тельность плавания 5 мин. Другой вид общей гипо-
термии организма достигался методом «закры-
того сосуда» Бахметьева-Анджуса-Джайя (ОГЗС)
(гипотермия на фоне нарастающей гипоксии-
гиперкапнии, т. е. гипоксическо-гиперкапническая
блокада ЦТ) в течение 180 ± 30 мин (РТ = 16,5 ±
0,5°C) [15]. Контроль РТ производили электронным
термометром.

Сроки исследования: сразу после достижения
состояния наркоза, гипотермии и через 24 ч после
воздействия. Объем периферической крови для
исследования составил 0,3 мл. Контролем служила
кровь интактных крыс.

Форма эритроцитов характеризуется поверх-
ностно-объемным соотношением, которое прямо
пропорционально индексу сферичности. Методом
малоуглового рассеяния света в суспензии эритро-
цитов (30% гематокрит) определяли их индекс сфе-
ричности. Преобладающие формы эритроцитов
соответствовали следующим интервалам: 1–1,3 –
сфероциты, 1,3–1,7 – стоматоциты, 1,7–2,1 – нор-
мальные и 2,1–3 – уплощенные дискоциты. Для
определения уровня осмотической хрупкости (ОХ)
и гемолиза эритроцитов в измерительные ячейки,
содержащие раствор NaCl (3 мл) разной концент-
рации, вносили 3 мкл эритромассы [5, 26].

Статистическую обработку полученных резуль-
татов проводили методом Стьюдента-Фишера с
использованием программного обеспечения Exсel
и непараметрической статистики Крускала-Уол-
лиса.

Результаты и обсуждение
Плотность распределения эритроцитов по ин-

дексу сферичности является важной объективной
характеристикой крови при патологических про-
цессах и состояниях и используется для оценки
влияния на организм различных физических факто-
ров. В норме в крови наблюдается физиологичес-
кий пойкилоцитоз: количество дискоцитов (нормо-
цитов) правильной формы, характерной для функ-
ционально сохранного эритроцита, составляет
85,05 ± 1,0%, остальные клетки – атипичные, пере-
ходные формы (сфероциты, планоциты, эхиноциты,
стоматоциты, седловидные и двуямочные эритро-

respectively). Whole body immersion hypothermia
(WBIH) (RT of 27.5 ± 0.5°C) was performed in a
modified test of forced swimming in ice cold water
(0°C) [33] which lasted 5 minutes. Another type of
whole body hypothermia was initiated by the method
of closed vessel according Bakhmet’ev-Andjus-Giaja
(CVWBH) (hypothermia on the background of
incresing level of hypoxia-hypercapnia, i. e. hypoxic-
hypercapnic blockade of TC) for 180 ± 30 min (RT of
16.5 ± 0.5°C) [15]. Rectal temperature was monitored
by  electronic thermometer.

Research terms: after attaining the states of nar-
cosis, hypothermia and 24 hours post exposure. The
volume of the peripheral blood samples was 0.3 ml.
The blood of intact rats served as control.

The shape of red blood cells is characterized by
surface-to-volume ratio, which is proportional to the
sphericity index. Using the method of small-angle light
scattering by red blood cell suspension (30% hemato-
crit) we have determined their sphericity index. The
predominant shapes of red blood cells conformed the
following ranges: 1–1.3 – spherocytes, 1.3–1.7 –
stomatocytes, 1.7–2.1 normal and 2.1–3 – flattened
discocytes. To determine the level of osmotic fragility
and hemolysis of red blood cells the erithromass of 3
µl volume was introduced into measuring cuvettes with
NaCl solution (3 ml) of various concentrations [5, 26].

Statistical processing of the results was performed
by the Student-Fisher’s test using Excel software  as
well as nonparametric Kruskal-Wallis test.

Results and discussion
The density of distribution for erythrocyte sphericity

index is an important objective characteristic of blood
under pathological processes and conditions, and is used
to assess the effects of various physical factors on the
organism. Normally, the blood has the physiological
poikilocytosis: portion of discocytes (normocytes) of
proper shape, characteristic for intact functional eryth-
rocyte, is 85.05 ± 1.0%, the remaining cells: atypical,
modified forms (spherocytes, planocytes, echinocytes,
stomatocytes, saddle-shaped erythrocytes and other),
amount in average 12.86 ± 0.38% [9, 13]. Violations
of erythropoiesis, changes in electrolyte balance and
concentration of metabolites in blood etc. result in rever-
sible (echinocytes and stomatocytes) and irreversible
(spherocytes, elliptocytes, codocytes) modifications of
cell shape. These forms of red blood cells may also
appear as transient ones during aging [17, 25].

Craniocerebral hypothermia is a method of thera-
peutic hypothermia and is performed together with drug
blockade of TCs. Drugs for total anesthesia affect the
normal thermoregulatory processes by reducing the
basic metabolism, inhibition of vasoconstriction, in-
hibition of shivering thermogenesis and suppression of
hypothalamic regulatory centers.
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циты) – в среднем 12,86 ± 0,38% [9, 13]. Нарушения
эритропоэза, изменения электролитного баланса
крови, концентрации метаболитов и др. приводят
к появлению обратимо (эхиноциты и стоматоциты)
и необратимо (сфероциты, эллиптоциты, кодоциты)
измененных форм клеток. Эти формы эритроцитов
также могут появляться как переходные в процес-
се старения [17, 25].

Краниоцеребральная гипотермия является од-
ним из методов лечебной гипотермии и проводится
на фоне наркотической блокады ЦТ. Препараты
для общей анестезии влияют на процессы нормаль-
ной терморегуляции путем снижения уровня основ-
ного метаболизма, угнетения вазоконстрикции,
выключения сократительного термогенеза и подав-
ления гипоталамических регулирующих центров.

В наших экспериментах погружение в наркоз
сопровождалось увеличением доли сфероцитов в

In our experiments, the  narcotization was ac-
companied with an increased proportion of spherocytes
in the blood of rats, but the number of red blood cells
with normal shape was not significantly changed
(Table 1). Body hypothermia contributed to a signi-
ficant reduction in the number of discocytes: at WBIH
it did by almost 20%, but very abrupt it was at
CVWBH and CCH when cooling took place together
with the TC blockade. We observed also the rise in
number of stomatocytes (for CVWBH it was 1.5 times
and by more than 20% at WBIH) and spherocytes (at
CCH and WBIH). In 24 hrs after initiating the hypo-
thermia the ratio between erythrocyte forms returned
to the control level, except spherocytes, whose part
remained high, especially after the CCH. It should be
noted that after 24 hrs of hypothermia there was the
tendency for increase of discocyte flattened forms
content (Table 1).

Таблица 1. Влияние различных видов гипотермии на
соотношение преобладающих форм эритроцитов в

периферической крови крыс
Table 1. Effect of various types of hypothermia on the ratio of

predominant forms of erythrocytes in rat peripheral blood

Примечание: * – изменения статистически значимы по сравнению с
контролем, р < 0,05.
Note: * – the changes are statistically significant  if compared with the
control, p < 0.05.

крови крыс, но количество нормальных
форм эритроцитов достоверно не меня-
лось (табл. 1). Гипотермия организма
способствовала значительному уменьше-
нию количества дискоцитов: при ИОГ –
почти на 20%, но особенно резко при
ОГЗС и КЦГ, когда охлаждение происхо-
дило на фоне блокады ЦТ. Наблюдался
также рост числа стоматоцитов (при
ОГЗС почти в 1,5 раза, при ИОГ – более
чем на 20%) и сфероцитов (при КЦГ и
ОГЗС). Через 24 ч после достижения ги-
потермии соотношение форм эритроцитов
возвращалось к контрольному уровню,
кроме сфероцитов, доля которых остава-
лась повышенной, особенно после КЦГ.
Следует отметить, что спустя 24 ч после
гипотермии наблюдается тенденция к
увеличению доли уплощенных форм дис-
коцитов (табл. 1).

Таким образом, гипотермия гомойо-
термного организма сопровождается су-
щественным снижением доли дискоцитов
и ростом количества измененных форм
эритроцитов (стомато- и сфероцитов).

В крови эритроциты в норме находят-
ся в изотоническом растворе и более
других клеток чувствительны к осмоти-
ческому шоку. Какое-либо отклонение их
формы от дискоцита вследствие сниже-
ния эластичности и деформируемости, а
также увеличения размеров клетки спо-
собствует гемолизу эритроцитов. В норме
гемолиз наименее устойчивых эритро-
цитов in vitro начинается при 0,44%-й
концентрации NaCl (0,46–0,42%), полный
гемолиз – при 0,32%-й (0,34–0,30%).
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Возраст и форма эритроцитов определяют их
осмотическую хрупкость, которая зависит от
структурно-функциональных свойств мембраны и
служит одним из критериев оценки ее сохранности.
Уровень осмотической хрупкости эритроцитов при-
нято считать величиной, численно равной кон-
центрации NaCl, когда происходит гемолиз 50%
клеток.

Применяемый наркоз не оказывал выраженного
влияния на осмотическую хрупкость эритроцитов:
при достижении гипотермии она увеличивалась (с
0,46 до 0,5% NaCl), эритроциты становились более
хрупкими (рис. 1–3), особенно при ОГЗС (0,53%
NaCl); усиливался гемолиз, но начало его сдви-
галось к концентрации NaCl 0,6% при КЦГ и 0,7%
при иммерсионной гипотермии (табл. 2). Через 24 ч
после КЦГ и ИОГ уровень осмотической хрупкости
возвращался к контрольному, а после ОГЗС он
даже уменьшался; гемолиз эритроцитов оставал-
ся на прежнем уровне после КЦГ, но при обоих ва-
риантах общей гипотермии заметно снижался
(рис. 1–3, табл. 2).

Таким образом, гипотермия гомойотермного
организма способствует повышению осмотичес-
кой хрупкости и усилению гемолиза эритроцитов.
Через 24 ч уровень осмотической хрупкости эрит-
роцитов возвращается к исходному и даже сни-
жается, особенно после ОГЗС, они становятся бо-
лее устойчивыми к гемолизу, особенно при обоих

Thus, hypothermia of homoiothermal organism is
accompanied by a significant decrease in the portion
of diskocytes and the rise in the number of modified
forms of erythrocytes (stomato- and spherocytes).

In the blood, red blood cells are normally in isotonic
environment and are more sensitive to osmotic shock
comparing to other cells. Any deviation in their shape
from discocyte due to decreased elasticity and/or defor-
mability, as well as due to increased cell size results in
hemolysis. Normally, the hemolysis of the least stable
erythrocytes starts in vitro at 0.44% concentration of
NaCl (0.46–0.42%), complete hemolysis occurs at
0.32% (0.34–0.30%). The age and shape of red blood
cells determine their osmotic fragility, which depends
on the structure and function of the membrane and is
one of the criteria for assessing its integrity. Level of
osmotic fragility of erythrocytes is conditionally taken
as a value numerically equal to the concentration of
NaCl, at which the 50% hemolysis occurs.

The applied narcosis had no pronounced effect on
the osmotic fragility of red blood cells: after initiating
hypothermia it increased (from 0.46 to 0.5% NaCl),
red blood cells become more fragile (Figure 1–3),
especially at the CVWBH (0.53% NaCl ); the hemo-
lysis strengthened, but its beginning shifted to the NaCl
concentration of 0.6% at CCH and 0.7% for immersion
hypothermia (Table 2). 24 hours after the CCH and
WBIH the osmotic fragility level returned to the control,
and after CVWBH it even decreased more, the
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Рис. 1. Осмотическая хрупкость эритроцитов крыс после
КЦГ:  – контроль;  – наркоз;  – КЦГ;  – 24 ч после
КЦГ.
Fig. 1. Osmotic fragility  of rat erythrocytes after CCH:  –
control;  – narcosis;  – CCH;  – 24 hrs post CCH.
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Рис. 2. Осмотическая хрупкость эритроцитов крыс после
ИОГ:  – контроль;  – ИОГ;  – 24 ч после ИОГ.
Fig. 2. Osmotic fragility  of rat erythrocytes after WBIH: –
control;  – WBIH;  – 24 hrs post WBIH.
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вариантах общей гипотермии (рис. 1–3, табл. 2),
возможно, за счет увеличения доли уплощенных
дискоцитов (см. табл. 1), являющихся наиболее
стойкой к факторам гемолиза форме эритроцита.
Следует отметить, что иммерсионная гипотермия
оказывает менее выраженное воздействие на эрит-
роциты крови крыс. Вероятно, применяемая нами
наркотическая и развивающаяся гипоксическо-
гиперкапническая блокада ЦТ играет свою дале-
ко не позитивную роль и 24 ч – недостаточный
срок для восстановления изучаемых показателей.
Можно предположить, что это обусловлено ак-
тивацией на фоне блокады ЦТ процессов не-
сократительного термогенеза, в которых, по заклю-
чению Н.Г. Петраковича [18], эритроциты играют
определенную роль и являются одним из источ-
ников термогенеза, благодаря особенностям строе-
ния, содержанию большого количества липидов в
мембране и железа (металла переменной валент-
ности). Кроме того, M.L. Mallet показал [32], что
при снижении РТ на каждые 8°C продукция СО2
падает на 50%; при снижении РТ на каждый 1°C
рН артериальной крови повышается на 0,015 Ед,
метаболическая потребность тканей мозга в О2
снижается на 7%, гематокрит увеличивается на
2%. Изменение концентрации водородных ионов
на 1 мЭкв/л приводит к изменению рН на 0,01.
Сравниваемые же нами варианты охлаждения
имеют принципиальные отличия по характеру
воздействия на зону размещения холодовых ре-
цепторов, длительности сеанса (5, 60 ± 10 и 180 ±
30 мин), степени снижения РТ (32,5 ± 0,5, 27,5 ± 0,5
и 16,5 ± 0,5°C) и сочетанию других факторов (с
блокадой ЦТ и без нее, наркоз, гипоксия-гипер-
капния, иммерсия).

Известно, что гипоксия активирует эритропоэз.
Клетки перитубулярного аппарата почек при сни-
жении содержания кислорода в крови синтезируют
эритропоэтин. При этом эритроцит чрезвычайно
устойчив к недостатку кислорода, его энергетичес-
кий метаболизм восстанавливается за счет глико-
лиза и пентозного пути окисления глюкозы. Одной
из наиболее изученных сигнальных молекул, акти-
вирующихся в условиях гипоксии, является аде-
нозин, при этом он в основном проявляет цитопро-
текторное действие; в ответ на его сигнал в клет-
ках развиваются приспособительные реакции [31].
Недавние исследования показали, что именно
повышение функциональной активности аденози-
на, опосредованное гипоксией, играет важную роль
в нормальной физиологии эритроцитов [36].

Изменение формы эритроцитов может быть
энергетически зависимым процессом. В свою оче-
редь, эффект АТФ, как и аденозина, опосредован
Са2+ [30], но имеет выраженную температурную

hemolysis remained stable after the CCH, but after
both versions of the whole body hypothermia it reduced
significantly (Fig. 1–3, Tab. 2).

Thus, hypothermia of homoiothermal organism
promotes the increase in osmotic fragility and hemo-
lysis of red blood cells. After 24 hours, the osmotic
fragility of red blood cells returns back to the control
level and even lower, especially after CVWBH, the
cells become more resistant to hemolysis (especially
after both variants of whole body hypothermia) (Fig.
1–3, Table 2). It occurs probably due to increase in
flattened discocytes content (see Table 1), which are
the most resistant to hemolysis among the erythrocyte
forms. It should be noted that the immersion hypother-
mia has the less pronounced effect on red blood cells
of rats. Probably the used by us drug blockade and the
occuring hypoxic-hypercapnic blockade of TCs acted
far from positive, and 24 hours was not an adequate
period to restore the studied parameters. One can
assume that this was due to the activation of non-
shibering thermogenesis on a background of TCs blo-
ckade, where, in the opinion of N.G. Petrakovich [18],
red blood cells are one of the sources of thermogenesis,
due to their special structure, the large content of lipids
in the membrane as well as the iron (a variable valence
metal). In addition, M.L. Mallet has shown [32] that
the reduction in RT for each 8 degrees led to 50% fall
in CO2 production; and fall in RT by each 1 degree
resulted in increase of arterial blood pH by 0,015 Units,
reduction of the me-tabolic demand of the brain tissue

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

0,2 0,4 0,6 0,8
Концентрация NaCl, %
NaCl concentration, %

До
ля

 с
ох
ра
нн
ы
х 
кл
ет
ок

Pa
rt 

of
 n

on
-h

em
ol

ys
ed

 c
el

ls

Рис. 3. Осмотическая хрупкость эритроцитов крыс после
ОГЗС:  – контроль;  – ОГЗС;  – 24 ч после ОГЗС.
Fig. 3. Osmotic fragility  of rat erythrocytes after CVWBH:

 – control;  – CVWBH;  – 24 hrs post CVWBH.
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зависимость – гипотермия значительно усиливает
действие АТФ [37]. Уменьшение концентрации
АТФ вызывает повышение чувствительности эри-
троцитов к трансформирующим агентам: непрони-
кающие анионы, катионные амфифилы, альбумины
способствуют стоматоцитарной трансформации.
При гипо- и гипертермии, физических нагрузках
уровень альбумина повышается. Вероятно, при ги-
потермии, вследствие усиления функциональной
активности АТФ [37], чувствительность эритроци-
тов к трансформирующим агентам может сни-
жаться .

Способность эритроцитов взаимодействовать
с веществами сыворотки крови, транспортировать
их, вызывая регуляторные эффекты, зависит от
состояния фосфолипидных компонентов мембраны,
ее поверхностных и интегральных белков. В свою
очередь, это состояние определяется интенсивнос-
тью энергообеспечивающих реакций и соотноше-
нием активности про- и антиоксидантных процес-
сов [19]. В отличие от нормальных физиологичес-
ких условий, когда метаболические процессы ста-
билизированы гомеостатическими механизмами,
при различных стрессах и патологических состоя-
ниях функциональная активность эритроцитов уси-
ливается. В частности, при остром холодовом
стрессе это обусловлено индукцией резкого гормо-
нального сдвига, приводящего к повышению в сы-
воротке крови концентрации триглицеридов, холес-
терина и др. В то же время при охлаждении могут
существенно повышаться количество связанных
с эритроцитарной мембраной биоактивных ве-
ществ, меняться свойства самой мембраны. Такие

in O2 by 7%, and rise in hematocrit by 2%. Change in
the concentration of hydrogen ions by 1 mEq per litre
resulted in a change of  pH by 0.01. The compared by
us cooling regimens possess the fundamental differen-
ces by the impact on the cold receptor zones, the dura-
tion of session (5; 60 ± 10 and 180 ± 30 min), the level
of RT reduction  (32.5 ± 0.5; 27.5 ± 0, 5 and 16.5 ±
0,5°C) and by combination of other factors (with or
without the TC blockade, narcosis, hypoxia-hypercap-
nia, immersion).

It is known that hypoxia activates erythropoiesis.
Cells of kidneys peritubular apparatus synthesize eryth-
ropoietin if the oxygen content in blood reduces. More-
over the erythrocyte is extremely resistant to the lack
of oxygen, its energy metabolism is restored due to
glycolysis and the pentose phosphate pathway of
glucose oxidation. One of the most studied signaling
molecules activated under hypoxic conditions is ade-
nosine, moreover it manifests mainly cytoprotective
action: in response to its presence an adaptive response
is developed in cells [31]. Recent studies have shown
that namely the increased functional activity of ade-
nosine triggered by hypoxia contribute significantly to
normal physiology of red blood cells [36].

Changes in the shape of red blood cells may be an
energy-dependent process. In its turn, the effect of
ATP, as well as of adenosine, is mediated by Ca2+ [30],
but has a pronounced temperature dependence: hypo-
thermia significantly enhances the effect of ATP [37].
Reducing the concentration of ATP results in increased
sensitivity of red blood cells to transforming agents:
non-penetrating anions, cationic amphiphiles, and albu-
mins contribute to stomatocyte transformation. Under

яицартнецноK
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%,noitartnecnoc
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sisocraN
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ч42зереЧ
ГЦKелсоп
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ГОИелсоп
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СЗГО
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ч42зереЧ
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9,0 0 0 0 0±0 0 0 0 0

8,0 31,1±31,1 31,2±31,2 0 20,4±20,4 0 0 5,0±5,0 0

7,0 31,1±31,1 55,2±53,3 0 21,5±21,5 15,1±72,2 80,1±80,1 5,0±5,0 0

6,0 34,1±37,2 *04,4±57,8 *04,0±07,8 38,4±87,8 94,1±72,5 35,2±99,6 07,7±07,8 36,0±36,0

5,0 08,3±0,22 54,11±51,62 *33,3±01,55 *56,51±88,34 *37,2±05,74 *66,2±70,51 52,31±51,56 15,02±28,13

4,0 05,2±1,98 55,5±02,58 40,4±76,19 54,2±65,19 46,0±71,49 86,2±84,78 51,1±59,49 11,83±86,95

3,0 50,2±59,69 06,0±00,79 86,1±17,79 26,0±99,69 72,1±01,59 50,0±81,59 50,0±58,69 01,4±9,59

Таблица 2. Влияние различных видов гипотермии на уровень гемолиза эритроцитов в периферической крови крыс
Table 2. Effect of various types of hypothermia on the hemolysis rate of erythrocytes of rat peripheral blood

Примечание: * – изменения статистически значимы по сравнению с контролем, р < 0,05.
Note: * – the changes are statistically significant  if compared with the control, p < 0.05.
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перестройки способствуют повышению чувстви-
тельности эритроцитов к лекарственным препара-
там, нормализующим энергетический и антиокси-
дантный статус клеток, а также модифицирующим
рецепторный аппарат мембраны [10]. Вероятно,
этим в определенной степени может объясняться
отмечаемое при гипотермии и после ее сеансов
значительное снижение эффективных доз некото-
рых лекарственных средств.

При гипотермии независимо от ее глубины в
эритроцитах интенсифицируются процессы ПОЛ
[22]. При усилении ПОЛ в липидном бислое мем-
бран эритроцитов появляются гидрофильные клас-
теры (явление «водной коррозии» мембран) [2], что
приводит к повышенной гидратации мембраны. В
условиях КЦГ в мембране эритроцита понижается
содержание фосфолипидов, холестерина, АТФ,
магния и повышается концентрация кальция, что
является одной из причин изменения формы эрит-
роцитов, при углублении гипотермии в циркулирую-
щей крови появляются эхиноциты [12].

Известно, что форма эритроцитов также зави-
сит от состояния их цитоскелет-мембранного ком-
плекса. Белок полосы 3 составляет до 10% общей
площади мембраны, чувствителен к изменению
рН и концентрации анионов [37], его конформацион-
ные изменения могут вызывать значительные
изменения формы эритроцита [28, 29]. Появление
сфероцитов связывают с изменением состояния
спектрина вследствие его агрегации, вызванной
кальцием [8]. Колебания в соотношении нормаль-
ных и измененных форм эритроцитов при гипотер-
мии могут быть связаны с изменениями взаимо-
действия цитоскелетных белков между собой и
другими компонентами мембраны.

Форма эритроцита изменяется под действием
простагландинов (ПГ): ПГ Е1 увеличивает плас-
тичность эритроцитов, а ПГ Е2 уменьшает ее и
усиливает ригидность [34]. Под влиянием ПГ Е1
увеличивается синтез цАМФ, что способствует по-
вышению деформируемости эритроцитов. КЦГ
значительно модифицирует обмен и высвобож-
дение ПГ, приводя к преимущественному накопле-
нию ПГ Е [14].

Деформируемость эритроцитов регулируется и
является важнейшим фактором, определяющим те-
кучесть крови, высокочувствительным к измене-
ниям практически любого метаболического про-
цесса в клетке и организме [8]. В условиях гипок-
сии она снижается, происходят изменения связан-
ных с ней показателей кислородтранспортной
функции крови, процессов ПОЛ и антиоксидантной
системы, что позволяет рассматривать деформи-
руемость эритроцитов как интегральный критерий
не только тяжести нарушений кислородного обес-
печения, но и прооксидантно-антиоксидантного сос-
тояния организма [8].

hypo- and hyperthermia, physical exercises the albumin
level increases. Probably under hypothermia the sen-
sitivity of erythrocytes to transforming agents may de-
crease due to increased functional activity of ATP [37].

The ability of red blood cells interact with substances
of blood serum, to transport them, causing regulatory
effects, depends on the state of membrane phospholipid
components, superficial and integral proteins. In its turn,
this state is determined by the intensity of energy supply
reactions and pro-/antioxidant activity ratio [19]. In
contrast to the normal physiological conditions when
metabolic processes are stabilized by homeostatic me-
chanisms, different stress and pathological conditions
are accompanied by increased functional activity of
red blood cells. In particular, the acute cold stress pro-
vokes the induction of abrupt hormonal shift, which
results in increased concentrations of triglycerides,
cholesterol, etc in serum. At the same time, cooling
can be accompanied with significant increase of amount
of bioactive substances  bounded with red blood cell
membrane as well as with changes in the properties
of the membrane itself. These re-arrangements contri-
bute to increase of red blood cells sensitivity to drugs,
that normalize the energetic and antioxidant status of
the cells, as well as modify the membrane receptor
system [10]. This probably can fairly explain the noted
during hypothermia and after its course significant re-
duction of effective doses of certain drugs.

Under hypothermia, regardless of its depth, the
intensity of lipid peroxidation in erythrocytes rises [22].
This results in appearance of  hydrophilic clusters in
lipid bilayer of red blood cell membrane (the pheno-
menon of membrane’s ‘water corrosion’) [2], which
leads to increased hydration of the membrane. Under
the CCH the content of phospholipids, cholesterol, ATP,
magnesium in erythrocyte membrane decreases and
increases the concentration of calcium, which is one
of the reasons of changes in shape of red blood cells:
echinocytes appear  in the circulating blood with the
deepening of hypothermia [12].

The shape of red blood cells is also known to depend
on the state of their cytoskeleton-membrane complex.
Band 3 protein makes up to 10% of the total area of
the membrane and is sensitive to changes in pH and
the concentration of anions [37], its conformational
changes can cause significant changes in the shape of
erythrocyte [28, 29]. The appearance of spherocytes
is associated with changes in the state of spectrin due
to its calcium induced aggregation [8]. Fluctuations in
the ratio of normal and altered forms of red blood cells
under hypothermia may be associated with changed
interactions of cytoskeletal proteins with themselves
and other components of the membrane too.

Erythrocyte shape changes under the action of
prostaglandins (PG): PG E1 increases the flexibility of
red blood cells, and PG E2 decreases the latter and
increases the rigidity [34]. Presence of PG E1 increases
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При всем многообразии патологических процес-
сов и состояний изменения ультраструктуры эрит-
роцитов имеют универсальный характер [9, 21].
При патологии в клетке происходят определенные
изменения (их число ограничено) морфофункцио-
нальных признаков и общих механизмов [24],
ведущих к дестабилизации и деструкции мембран.
Вследствие этого происходят нарушения мета-
болизма клетки, в частности дефицит продукции
энергии, интенсификация процессов свободнора-
дикального окисления, сдвиг внутриклеточного
кальциевого баланса [11].

Кроме того, при патологии возрастает полимор-
физм популяции эритроцитов (увеличение количест-
ва эритроцитов с измененной формой) [23], наблю-
даются выраженное уменьшение числа дискоцитов
и увеличение количества переходных, предгемоли-
тических, дегенеративных и необратимых форм
клеток, что коррелирует с тяжестью заболевания
[16]. Гетерогенные популяции эритроцитов (диско-
циты, эхиноциты и стоматоциты) более чувстви-
тельны к действию осмотического фактора, рН и
гипотермии [20].

В наших экспериментах через 24 ч после гипо-
термии гомойотермного организма (крысы) наб-
людается тенденция к повышению доли дискоцитов
(за счет уплощенных форм, являющихся более
стойкими к факторам гемолиза). Снижается уро-
вень измененных форм эритроцитов (стоматоцитов
и сфероцитов), повышается устойчивость клеток
к факторам гемолиза, особенно после ИОГ, умень-
шается осмотическая хрупкость эритроцитов,
наиболее выражено после ОГЗС (табл. 1–2, рис. 1–
3). Это может свидетельствовать о качественном
улучшении популяционного состава эритроцитов
периферической крови крыс благодаря наблюдае-
мой нами тенденции к ее гомогенности. Возможно,
в отдаленные сроки после гипотермии такая тен-
денция будет усиливаться.

Эти изменения, по-видимому, имеют адаптив-
ную направленность и могут отражать специфич-
ность ответной реакции эритроцитов на охлажде-
ние гомойотермного организма (гипотермию). На-
ше предположение согласуется с данными, полу-
ченными in vitro и свидетельствующими о темпе-
ратурозависимых изменениях состояния мембран
эритроцитов, отражающихся на их форме, наи-
более существенные наблюдались в диапазоне
температур 15...8 °C [7]. Показано, что именно в
этой области низких (выше 0°C) температур проис-
ходят самые масштабные перестройки мембран
эритроцитов [4, 6]. Эквилибрация эритроцитов с
криопротектором при 0°C, в отличие от 22°C, спо-
собствует сохранению и стабилизации их формы
и пространственной структуры мембранных белков

the synthesis of cAMP, which raise red blood cell defor-
mability. CCH significantly modifies the exchange and
release of PGs, resulting in predominant accumulation
of PG E [14].

The deformability of red blood cells can be triggered
and is the most important factor determining the fluidity
of blood, being highly sensitive to changes in almost
every metabolic process in the cell and the organism
[8]. Under hypoxic conditions, it is reduced, there appe-
ar the changes of related indices of oxygen transport
function of blood, lipid peroxidation and antioxidant
system, which allows to consider the deformability of
red blood cells as an integral criterion both of the seve-
rity of violations in oxygen supply, and of pro/antioxidant
balance of an organism as well [8].

With all the variety of pathological processes and
state the changes in the ultrastructure of red blood
cells are of universal character [9, 21]. Under any pa-
thology there are certain changes (their number is limi-
ted) of morphofunctional characteristics and general
mechanisms in the cell [24], which lead to the disturbing
and destruction of membranes. This results in the cell
metabolic derangements, in particular, lack of energy
production, intensification of free radical oxidation, and
intracellular calcium disbalance [11].

In addition, a pathology is accompanied by increa-
sed polymorphism of erythrocyte population  (increased
number of red blood cells with a modified shape) [23],
resulted in significant reduction in the number of disco-
cytes and increasing the number of transitional, pre-
hemolytic, degenerative and irreversible forms of cells,
which correlates with the severity of disease [16].
Heterogeneous populations of red blood cells (discocy-
tes, echinocytes and stomatocytes) are more sensitive
to osmotic factors, pH and hypothermia [20].

Our experiments revealed 24 hours post hypother-
mia of homoiothermal organism (rat) the tendency of
increasing the proportion of discocytes (on account of
flattened forms being more resistant to the factors of
hemolysis). The content of modified forms of erythro-
cytes (stomatocytes and spherocytes) decreased, the
resistance of cells to hemolysis factors increased,
especially after the WBIH, the osmotic fragility of red
blood cells decreased (most pronounced after
CVWBH) (Table 1–2, Fig. 1–3). This may indicate a
qualitative improvement in population composition of
peripheral blood erythrocytes in rats due to  observed
trend towards its homogeneity. In the long-term period
after hypothermia this trend will probably intensify.

These changes appear to have adaptive directio-
nality, and may reflect the specificity of the response
of red blood cells to cooling of homoiothermal organism
(hypothermia). Our supposition conforms with the data
obtained in vitro and testifying the temperature depen-
dent changes in red blood cell membrane state, which
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на близком к нативному уровне и при последую-
щем замораживании-отогреве [1].

Учитывая, что значительное число патологи-
ческих процессов инициируется или сопровож-
дается повреждением клеточных мембран и их
структур [3], и, рассматривая трансформацию цир-
кулирующих эритроцитов как результат структур-
но-метаболической перестройки их мембран [26],
можно предположить следующее. Отмеченные на-
ми особенности реакции эритроцитов на снижение
температуры тела (гипотермию организма) могут
в значительной степени определять эффективность
лечебных сеансов гипотермии. Гипотермия, снижая
проницаемость клеточной мембраны [1, 21, 22, 26,
32], способствует предотвращению каскада реак-
ций, компенсирующих дефицит кислорода, помогая
свести к минимуму нарушения внутриклеточной
среды.

Выводы
Таким образом, независимо от глубины и спо-

соба достижения гипотермии гомойотермного ор-
ганизма – краниоцеребральная гипотермия (РТ =
32°C), общая иммерсионная гипотермия (РТ =
27°C) и общая гипотермия на фоне нарастания
гипоксии-гиперкапнии (РТ = 17°C) – наблюдается
обратимое, но различное по выраженности изме-
нение соотношения форм эритроцитов: снижается
количество дискоцитов, увеличивается доля изме-
ненных форм (стоматоцитов и сфероцитов), а так-
же повышается осмотическая хрупкость и усили-
вается гемолиз эритроцитов.

Через 24 ч после гипотермии наблюдается тен-
денция к увеличению количества дискоцитов за
счет уплощенных форм, доля измененных форм
эритроцитов (стоматоцитов и сфероцитов) сни-
жается, осмотическая хрупкость эритроцитов воз-
вращается к контрольному уровню, а при общей
гипотермии на фоне гипоксии-гиперкапнии даже
снижается, повышается устойчивость клеток к
факторам гемолиза, особенно после иммерсионной
общей гипотермии.

affect their shape, and the most significant ones were
observed within the temperatures of 15...8°C [7]. It
was shown, that namely within this interval of low (but
higher than 0°C) temperatures, the most significant
re-arrangements in erythrocyte membrane occur [4,
6]. Erythrocytes exposure with cryoprotectant at 0°C
unlike 22°C contribute to preservation and stabilization
of their shape and spatial structure of membrane pro-
teins maximally close to the native state after following
freeze-thawing [1].

Keeping in mind the most pathological processes
as initiated and accompanied by disturbances of cell
membranes and structures [3], and considering the
transformation of circulating erythrocytes as a result
of re-arrangement in structure and metabolism of their
membrane [26] the following supposition could be
made. The revealed by us peculiarities in erythrocytes’
reaction to decrease of body temperature (hypothermia
of an organism) could substantially determine the effi-
ciency of hypothermic therapy. Hypothermia decrea-
ses the permeability of cell membrane  [1, 21, 22, 26,
32] and thereby enables to prevent the cascade of reac-
tions, compensating the oxygen deficit, and promoting
to minimize the intracellular media violations.

Conclusions
Thus independently on the depth and way of

initiating the hypothermia of homoiothermal organism
(craniocerebral hypothermia, RT of 32°C; whole body
immersion hypothermia, RT of 27°C; and whole body
hypothermia on the background of increasing level of
hypoxia-hypercapnia, RT of 17°C) we observed the
changes in erythrocyte forms proportions that were
reversible but differing by expression level: the content
of discocytes decreased, the part of changed shapes
increased (stomatocytes and spherocytes); as well as
the rise in osmotic fragility and hemolysis level of eryth-
rocytes.

In 24 hrs post hypothermia we observed the tenden-
cy for rising discocyte content on account of flattened
forms, the part of changed erythrocyte forms (stoma-
tocytes and spherocytes) decreased, the osmotic fra-
gility of erythrocytes turned back to the control level,
and after whole body hypothermia together with hypo-
xia-hypercapnia it decreased even more, the tolerance
of cells to hemolysis factors rised, especially after
whole body immersion hypothermia.Литература
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