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Duration of Whole-Body Air-Cryo-Exposure (–120°C) Affects
Some Properties of Murine Erythrocytes

Реферат: В работе изучали влияние общего аэрокриовоздействия (АКВ) (–120°C) в криокамере для экспериментальных
животных на популяционный состав, осмотическую хрупкость и уровень гемолиза эритроцитов периферической крови
(ПК) мышей. Анализ полученных результатов показал, что продолжительность одного сеанса АКВ (40, 60 и 90 с) влияет на
качественный и количественный состав эритроцитов: снижение их общего количества в ПК, в частности дискоцитов,
значимое увеличение доли обратимо измененных форм (стоматоцитов). Общее АКВ приводило к повышению осмотической
хрупкости и усилению гемолиза эритроцитов. Через час после АКВ не происходит нормализации количественного и
популяционного состава эритроцитов ПК мышей. Исходя из полученных нами результатов по влиянию охлаждения организма
на степень гемолиза эритроцитов можно констатировать, что более длительное (60 и 90 с) пребывание животных при
температуре –120°C оказывает меньшее воздействие на эритроциты, чем кратковременное общее экстремальное охлаж-
дение в течение 40 с.
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Реферат: У роботі вивчали загальний аерокріовплив (АКВ) (–120°C) у кріокамері для експериментальних тварин на

популяційний склад, осмотичну крихкість і рівень гемолізу еритроцитів периферичної крові (ПК) мишей. Аналіз отриманих
результатів показав, що тривалість одного сеансу АКВ (40, 60 та 90 с) впливає на якісний та кількісний склад еритроцитів:
зниження їх загальної кількості у ПК, зокрема дискоцитів, значне збільшення частки оборотньозмінених форм (стоматоцитів).
Загальне АКВ приводило до підвищення осмотичної крихкості та посилення гемолізу еритроцитів. Через годину після АКВ не
відбувається нормалізації кількісного та популяційного складу еритроцитів ПК мишей. Виходячи з отриманих нами результатів
щодо впливу охолодження організму на ступінь гемолізу еритроцитів можна констатувати, що триваліше (60 та 90 с)
перебування тварин за температури –120°C чинить менший вплив на еритроцити, ніж короткочасне загальне екстремальне
охолодження протягом 40 с.

Ключові слова: аерокріотерапія, еритроцити, форма еритроцитів, осмотична крихкість, гемоліз, миші.
Abstract: An influence of whole-body air-cryo-exposure (ACE) (–120°C) performed in cryochamber for experimental animals

rendered on the populations, osmotic fragility and the hemolysis level in erythrocytes of peripheral blood (PB) of mice was studied.
The analysis of our findings showed that the duration of one session of ACE (40, 60 and 90 sec) affected the qualitative and
quantitative composition of erythrocytes, i. e. their total number in the PB was reduced, in particular on an account of discocytes, the
part of reversibly modified forms (stomatocytes) was significantly increased. Whole-body ACE led to an increased osmotic fragility
and elevated hemolysis of erythrocytes. An hour following the ACE we have not found any normalization in quantitative and po-
pulation composition of erythrocytes of mice PB. Thus the observed effect, rendered by a whole-body cooling on the hemolysis in
erythrocytes, enabled to state that the longer (60 and 90 sec) staying of the animals at –120°C had less impact on erythrocytes
comparing to whole-body short-term extreme cooling of mice for 40 seconds.
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оригинальное исследование research article

Нормальное функционирование любой биоло-
гической системы зависит от факторов внешней
среды. Так, в ответ на изменение температурного
режима в организме могут возникать различные
приспособительные реакции, связанные с пере-
стройками в центральной нервной и кроветворной
системах, которые, как известно, поддерживают

Normal functioning of any biological system depends
on environmental factors. Particularly, temperature
alterations could lead to various adaptive responses in
an organism associated with rearrangements in central
nervous and hematopoietic systems, which are known
to maintain homeostasis and regulate metabolic pro-
cesses in tissues and cells [3, 18].
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гомеостаз и регулируют метаболические процес-
сы в тканях и клетках [3, 17].

Адаптивные реакции организма могут иметь
повреждающий характер, если длительность дейст-
вия раздражителя превышает резервные возмож-
ности организма. Резкие колебания температуры
окружающей среды могут приводить к развитию
патологических процессов в организме, оказывать
существенное влияние на клеточные мембраны [10,
17]. С целью предотвращения вышеуказанных не-
гативных эффектов температурного фактора сле-
дует учитывать продолжительность его воздействия
на организм. В настоящее время искусственные
гипотермические состояния и криотерапия (–120°C)
с определенной частотой и временем аэрокриовоз-
действия (АКВ) широко используются в клини-
ческой практике для повышения уровня функцио-
нирования основных регуляторных и адаптационно-
приспособительных систем организма и лечения
психосоматических расстройств [1, 3, 5, 11].

Сохраняющийся многие десятилетия интерес
к лечебной гипотермии объясняется тем, что в раз-
личных областях медицины активно применяется
метод искусственного снижения температуры тела.
Метод основан на свойстве гипотермии замедлять
интенсивность обменных процессов, что приводит
к повышению устойчивости организма к неблаго-
приятным условиям и, прежде всего, к гипоксии,
которая обычно сопутствует различным видам па-
тологии [1, 3, 5, 10].

При действии на организм экстремальных фак-
торов, в частности низких и сверхнизких темпе-
ратур, происходят изменения гомеостатических
показателей, относящихся к системе крови. Кровь,
как саморегулирующаяся структура, обеспечи-
вает способность организма противостоять экст-
ремальным воздействиям благодаря совершен-
ным механизмам регуляции физиологических
функций, генетическому консерватизму рецепто-
ров и пластичности исполнительного аппарата [14].
Кроме того, кровеносная система объединяет
работу всех функциональных звеньев организма,
задействованных в поддержании гомеостаза.
Таким образом, характеристики крови могут слу-
жить чувствительными показателями стресса и
быть пригодными для изучения процессов адап-
тации, резистентности и сохранения постоянства
внутренней среды организма.

Самая многочисленная популяция формен-
ных элементов крови (эритроциты) одной из пер-
вых включается в ответную реакцию организма
на различные воздействия и факторы. В последние
десятилетия установлена взаимосвязь между из-
менениями свойств мембран эритроцитов и харак-
теристиками гомеостаза клеток внутренних орга-
нов [7–9, 14].

Adaptive responses appearing in an organism
may gain a damaging effect, if the action of the sti-
mulus or duration of its exposure exceed the certain
limits. Sharp fluctuations in ambient temperature can
lead to the development of pathological processes
in the body, in particular to affect significantly cell
membranes [11, 18]. Preventing the above men-
tioned negative effects of the temperature changes
should consider the duration of its impact on the
body. To date the clinicians widely apply artificial
hypothermic states and cryotherapy (–120°C) uti-
lizing a certain frequency and duration of air-cryo-
exposure (ACE); usually these are used both for a
general improvement of the functioning of main re-
gulators of the organism’s adaptive systems, or in
the cycle of treatment of psychosomatic disorders
[1, 3, 6, 12].

The persistent interest within many decades to a
therapeutic hypothermia is explained by the fact that
in various fields of medicine the method of artificial
lowering of body temperature has been widely applied.
The method is based on the feature of hypothermia to
slow metabolic rate, and in such a way to increase an
organism resistance to adverse conditions and, above
all, to hypoxia, which is usually accompanied with
various pathologies [1, 3, 6, 11].

Extreme factors, in particular, low and ultra-low
temperatures act on an organism resulting in the
changes in homeostatic indices of the blood system.
Blood is a self-regulating structure and therefore
could make the body able to resist the extreme in-
fluences due to improved regulation of physiologi-
cal functions, genetic conservatism of receptors and
plasticity of executive apparatus [15]. Furthermore,
the blood circulatory system integrates the activity
of all the functional links of an organism involved
into homeostasis. Thus, blood characteristics can
serve as sensitive indicators of stress and could be
used when studying the processes of adaptation, re-
sistance and constancy of inner environment of the
body.

The largest population of blood cells (erythrocy-
tes) is the first one involved into the body’s response
to various influences and factors. Numerous recent
reports described the relationship between the chan-
ges in erythrocyte membrane properties and homeo-
stasis characteristics of the cells of internal organs
[8–10, 15].

In this regard, the revealing of changes in structural-
functional organization of erythrocytes under tempe-
rature stress conditions is important for investigation
of the consequences appeared due to the extremely
low temperatures exposure of an organism at the level
of biological membranes, as well as for assessing the
individual and species-specific resistance to air-cryo-
therapy.
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В этой связи выявление изменений в струк-
турно-функциональной организации эритроцитов
при температурном стрессе имеет существенное
значение для изучения последствий действия экстре-
мально низких температур на организм на уровне
биомембран, а также для оценки индивидуальной
и видовой резистентности к аэрокриотерапии.

В настоящее время рекомендованной продол-
жительностью терапевтического воздействия при
температуре –120°C на человека является 60–180 с
[3, 5, 11], на крыс – 90–120 с [3]. Исследования по
влиянию АКВ на мышей до сих не проводились.

Цель работы – изучить влияние продолжитель-
ности общего экстремального аэрокриовоздейст-
вия (–120°C) на осмотическую хрупкость, уровень
гемолиза и соотношение форм эритроцитов мыши
по индексу сферичности. Необходимость данных
исследований заключалась в подборе оптималь-
ного для этих животных времени пребывания в
криокамере (–120°C) с целью проведения после-
дующих экспериментов.

Материалы и методы
Работа выполнена в осенне-зимний период на

3-месячных мышах линии СВА (n = 34) массой
18–20 г. Животных содержали в условиях вивария
при естественном световом режиме (температура
22...24°C) на стандартном рационе питания.

Эксперименты проведены в соответствии с «Об-
щими принципами работы на животных», одоб-
ренными VІ Национальным конгрессом по биоэти-
ке (Киев, 2016) и согласованными с положениями
«Европейской конвенции о защите позвоночных
животных, используемых для экспериментальных
и других научных целей» (Страсбург, 1986).

Аэрокриовоздействие на мышей осуществляли
в криокамере для экстремального охлаждения
экспериментальных животных, разработанной в
отделе криофизиологии ИПКиК НАН Украины [12,
18]. Для чистоты эксперимента в криокамеру по-
мещали по одному животному. Поскольку реко-
мендованная средняя продолжительность одной
процедуры для человека и крыс при температуре
воздействия –120°C составляет 120 с [3, 5, 11], то
в предварительных исследованиях мышей  поме-
щали в ячейку экспериментальной криокамеры
на 120 с. Указанное время пребывания мелких
грызунов в течение 120 с при температуре –120°C
вызывало у них фибриллярные подергивания
мышц и синюшную окраску ушной раковины, что
свидетельствовало о сильном переохлаждении
организма, поэтому такая продолжительность воз-
действия в дальнейших экспериментах не иссле-
довалась.

Исходя из видовых различий в устойчивости
животных ко многим неблагоприятным факторам,

Now, the recommended duration of therapeutic
exposure with the temperature of –120°C in humans
is 60–180 seconds [3, 6, 12] and in rats it is 90–120 se-
conds [3]. No studies on the ACE effect have been
performed in mice so far.

The research aim was to study the effect of duration
of whole-body extreme air-cryo-exposure (–120°C)
on osmotic fragility, hemolysis level and the occurrence
of mouse erythrocyte shapes estimated by sphericity
index. The need of these studies consisted in the se-
lection of the optimal for these animals time of staying
in cryochamber (–120°C) to perform further investi-
gations.

Materials and methods
The research was performed in autumn-winter

period in 3-month-old CBA mice (n = 34), weighing
18–20 g. The animals were housed in the animal faci-
lity with natural light/dark cycle (at temperature of
22...24°C) and a standard diet.

The experiments were carried out in accordance
with the General Principles of Experiments in Animals,
approved by the 6th National Congress in Bioethics
(Kyiv, 2016) and consistent with the statements of the
European Convention for the Protection of Vertebrate
Animals Used for Experimental and Other Scientific
Purposes (Strasbourg, 1986).

Air-cryo-exposure of mice was performed in
cryochamber for extreme cooling of the experimental
animals developed at the Department of Cryophysio-
logy of the Institute for Problems of Cryobiology and
Cryomedicine of the National Academy of Sciences
of Ukraine [4, 13]. For the independence of the experi-
mental conditions just one animal was placed into the
cryochamber. Assuming that the average duration of
a single recommended procedure for humans and rats
at an exposure temperature of –120°C makes 120 se-
conds [3, 6, 12], in preliminary studies the mice we-
re placed into the experimental well of cryochamber
for 120 seconds. The mentioned time of staying for
small rodents during 120 seconds at a tempera-
ture of –120°C caused a fibrillar twitching of their
muscles and bluish coloring of ears, indicating a
strong overcooling of the body, due to these facts
we have not used this duration of exposure in further
experiments.

Based on the differences between species as for
the resistance of animals to many adverse factors
including cold [14], we have decided to reduce the
duration of the ACE session for mice from 120 down
to 90, 60 and 40 seconds.

The animals were divided into the following groups:
the 1st one was the control without ACE (intact mi-
ce); the 2nd group had ACE for 40 seconds; in the
3rd one the ACE lasted 60 seconds; and in the 4th the
ACE duration was 90 seconds; there were the sub-
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в том числе и к холоду [13], мы решили снизить
продолжительность сеанса АКВ мышей с 120 до
90, 60 и 40 с.

Животные были разделены на следующие груп-
пы: 1 – контрольная без АКВ (интактные мыши);
2 – АКВ в течение 40 с; 3 – АКВ в течение 60 с;
4 – АКВ в течение 90 с, а также подгруппы: 2А –
через час после АКВ в течение 40 с; 3А – через
час после АКВ в течение 60 с; 4А – через час
после АКВ в течение 90 с.

У животных всех групп измеряли ректальную
температуру, определяли количество эритроцитов
в периферической крови (ПК), а также изучали
динамику трансформации формы эритроцитов ПК.
Животных выводили из эксперимента путем дека-
питации.

Исследования динамики трансформации эрит-
роцитов проводили методом малоуглового рассея-
ния света на приборе «Криокон» (Украина), разра-
ботанном в ИПКиК НАН Украины [6]. Изучали
зависимость интенсивности рассеяния света сус-
пензией эритроцитов под углом 9° по направлению
к падающему лучу от количества клеток в этой
суспензии. В измерительную ячейку, содержащую
3,0 мл раствора NaCl разной концентрации (от 0,15
до 0,05 моль/л), вносили 3 мкл эритромассы, по-
лученной после отстаивания крови и аспирации
плазмы. Все исследования проводили при темпе-
ратуре 37°C. Определяли количество сохранных
эритроцитов (%). Распределение эритроцитов по ин-
дексу сферичности (ИС) устанавливали по зависи-
мости осмотической хрупкости, используя физико-
математическую модель гипотонического гемолиза
эритроцитов в растворе непроникающего вещества
[6, 19, 20]. Значения ИС прямо пропорциональны по-
верхностно-объемному соотношению (S/V) и харак-
теризуют форму клеток. Преобладающие формы
эритроцитов соответствовали следующим интер-
валам ИС: сфероциты – 1–1,3; стоматоциты – 1,3–
1,7; нормальные дискоциты – 1,7–2,1; уплощенные
дискоциты – 2,1–3.

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили по методу Стьюдента-Фи-
шера после проверки нормальности распреде-
ления с использованием программного обеспе-
чения «Exсel» («Microsoft», США). Различия между
выборками считали статистически значимыми
при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
Последствия действия холода на организм за-

висят от длительности охлаждения [3, 5, 11]. В ре-
зультате действия АКВ на экспериментальных
животных ректальная температура статистически
незначимо снижалась во всех опытных группах
сразу после проведения одного сеанса общего

groups as follows: 2A was assessed 1 hr later ACE
performed during 40 seconds; the 3A subgroup was
tested 1 hr after ACE lasted 60 seconds; and in 4A
the indices were measured 1 hr after ACE with dura-
tion of 90 seconds.

In all the groups of animals the rectal temperature
was measured, the number of erythrocytes in peripheral
blood (PB) was counted, and the transformation of
the shapes of PB erythrocytes was studied. The animals
were sacrificed by decapitation.

The dynamics of erythrocyte transformation was
investigated by small-angle light scattering with the
Cryocon device (Ukraine), developed at the Institute
for Problems of Cryobiology and Cryomedicine of
the National Academy of Sciences of Ukraine [7].
The light scattering intensity in erythrocyte suspen-
sion depending on the number of cells in the sus-
pension was studied at an angle of 9° to the falling
beam. Measuring well was filled with 3.0 ml NaCl
solution of various concentrations (from 0.15 to
0.05 mol/L) and 3 µl of erythromass obtained after
sedimentation of blood and plasma aspiration were
introduced. All the studies were carried out at a tem-
perature of 37°C. The number of survived erythro-
cytes (%) was counted. Distribution of erythrocytes
by sphericity index (SI) was determined using the
dependence of osmotic fragility and physical-ma-
thematical model of hypotonic hemolysis of red blood
cells in the solution of non-penetrating substance
[7, 19, 20]. The SI values are directly proportional to
the surface-to-volume ratio (S/V), and characterize
the shape of cells. The pre-dominant shapes of red
blood cells corresponded to the following SI intervals:
spherocytes (1–1.3), stomatocytes (1.3–1.7), normal
(1.7–2.1) and flattened (2.1–3) discocytes.

The results were statistically processed by Student-
Fisher test after checking the distribution normality
using the Excel software (Microsoft, USA). Differen-
ces between the samples were considered as statisti-
cally significant at p < 0.05.

Results and discussion
The consequences of cold effect on a body depend

on the duration of cooling [3, 6, 12]. As a result of
ACE in experimental animals their rectal tempera-
ture decreased insignificantly in all experimental
groups immediately after a session of general extre-
me cooling at –120°C (Table 1). An hour after the
ACE procedure this index restored in all experimental
groups.

The blood system counts have long been used to
assess the state of an organism. The study of quanti-
tative and qualitative states of erythrocytes during hy-
pothermia is of particular interest, since hypothermia
and hypoxia increase an organism demand for oxy-
gen [6, 9, 11].
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экстремального охлаждения при –120°C (табл. 1).
Через час после процедуры АКВ этот показатель
восстанавливался у всех экспериментальных групп.

Показатели системы крови давно используются
для оценки состояния организма. Изучение коли-
чественного и качественного состояния эритроци-
тов при гипотермии представляет определенный
интерес, поскольку при гипотермии и гипоксии повы-
шается потребность организма в кислороде [5, 8, 10].

В наших экспериментах количество эритро-
цитов ПК во всех опытных группах животных ста-
тистически значимо снижалось непосредственно
после АКВ и увеличивалось через час после прове-
дения экстремальной гипотермии (табл. 1).

С целью исследования возможных причин
значимых изменений в количестве эритроцитов
периферической крови мышей после АКВ была
проведена серия экспериментов по изучению их
осмотической резистентности, поскольку данные
исследования отражают не только качественный
состав функционирующих клеток крови и струк-
турно-функциональное состояние их мембран, но
и свидетельствуют об изменениях в других органах
и тканях [7–9].

Уровень осмотической хрупкости эритроцитов
принято считать величиной, численно равной кон-
центрации NaCl, при которой происходит гемолиз
50% клеток. Полученные экспериментальные кри-
вые осмотической хрупкости эритроцитов мыши
(рис. 1–3, А) и графики плотности распределения
клеток по ИС (рис. 1–3, В) показывают, что после
АКВ осмотическая хрупкость эритроцитов сни-
жается, но в разной степени. Так, 50%-й гемолиз
эритроцитов мыши в контрольной группе наступает
при 0,486% NaCl. После нахождения мыши в
криокамере в течение 40 с 50%-й гемолиз суспен-

In our experiments, the number of erythrocytes in
PB in all experimental groups of animals was significantly
decreased immediately after the ACE and increased
one hour later an extreme hypothermia (Table 1).

To investigate the possible causes of strong changes
in the number of peripheral blood erythrocytes in mice
we have carried out the studies of their osmotic resis-
tance after the ACE, because these studies could reflect
not only the qualitative composition of functioning
blood cells and the structural-functional state of their
membranes, but also to reveal the changes in other
organs and tissues [8–10].

The level of erythrocyte osmotic fragility is assu-
med as numerical value of NaCl concentration in a
solution where 50% hemolysis occurs. The obtained
experimental curves of mouse erythrocyte osmotic
fragility (Figs. 1–3A) and the diagrams of density dis-
tribution of murine erythrocytes by the SI (Figs. 1–
3B) showed that following the ACE the osmotic fra-
gility of mouse erythrocytes was reduced, but the ex-
tent varied among the groups. In particular, 50% hemo-
lysis of mouse erythrocytes in the control group was
observed in 0.486% NaCl solution. After staying of a
mouse in the cryochamber for 40 seconds the 50%
hemolysis of erythrocyte suspension occurred in
0.526% NaCl solution (Fig. 1A), after 60 seconds of
exposure the threshold was found at 0.543% con-
centration (Fig. 2A), and in case of 80 seconds duration
this was at 0.508% NaCl (Fig. 3A).

Normally, the majority of erythrocytes are repre-
sented by discocytes. A discocyte is highly defor-
mable and flexible, that allows it to move in both large
vessels and small capillaries. The ability to change
shape may decrease as a consequence of various ext-
reme exposures such as an abrupt alteration in am-
bient temperature [8, 9, 11, 15].
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53,0±39,7 *74,0±12,6 *42,0±65,6 *15,0±87,6 *72,0±97,8 *12,0±46,8 *53,0±96,8

Таблица 1. Влияние продолжительности одного сеанса в криокамере (–120°C) на ректальную температуру
и количество эритроцитов в ПК мышей сразу после процедуры АКВ и через час  (n = 5, M ± SE)

Table 1. Effect of duration of one stay in cryochamber (–120°C) on rectal temperature and erythrocyte counts in the PB
of mice immediately after the ACE and following one hour (n = 5, M ± SE)

Примечание: * – изменения статистически значимы по сравнению с контролем, р < 0,05.
Note: * – statistically significant changes as compared with the control, p < 0.05.
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зии эритроцитов происходит при 0,526% NaCl
(рис. 1, А), через 60 с – при 0,543% (рис. 2, А) и
через 80 с – при 0,508% NaCl (рис. 3, А).

В норме основная масса эритроцитов предс-
тавлена дискоцитами. Дискоцит обладает высокой
степенью деформируемости и эластичности, что
позволяет ему продвигаться в крупных сосудах и
мелких капиллярах. Способность к изменению
формы может снижаться при воздействии экстре-

As Table 2 shows, staying in the cryochamber
for 40 seconds led to an appearance of prehemolytic
shapes of erythrocytes (spherocytes), the number
of those increased twice if compared to the control
(Table 2).

Simultaneously, the number of normal and flat-
tened discocytes significantly reduced, which might
serve as an evidence of an increased osmotic fragility
of erythrocytes in Group 2.

Рис. 1. Осмотическая хрупкость (А) и плотность распределения эритроцитов по индексу сферичности (В).
Пребывание мыши в криокамере (–120°C) в течение 40 с:          – контроль;         – после криокамеры.
Fig. 1. Osmotic fragility (А) and density of erythrocyte distribution by sphericity index (В). The mouse was in cryochamber
(–120°C) for 40 seconds:          – control;           – after cryochamber.
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Рис. 2. Осмотическая хрупкость (А) и плотность распределения эритроцитов по индексу сферичности (В).
Пребывание мыши в криокамере (–120°C) в течение 60 с:          – контроль;         – после криокамеры.
Fig. 2. Osmotic fragility (А), density of erythrocyte distribution by sphericity index (В). The mouse was in cryochamber
(–120°C) for 60 seconds:          – control;           – after cryochamber.
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мальных факторов, таких как резкое изменение
температурного режима окружающей среды [7, 8,
10, 14].

Как видно из табл. 2, пребывание в криокамере
в течение 40 с приводит к появлению предгемо-
литических форм эритроцитов (сфероцитов), коли-
чество которых увеличивается в 2 раза по сравне-
нию с контролем (табл. 2). Одновременно с этим
значимо уменьшается количество нормальных и
уплощенных дискоцитов, что может служить дока-
зательством повышенной осмотической хрупкос-
ти эритроцитов в группе 2. Через 60 с пребывания
животных в криокамере при температуре –120°C
популяция эритроцитов становится более гомо-
генной (рис. 2, В; табл. 2), клетки мышей группы 3
представлены в основном стоматоцитами ((86,68 ±
4,78)%) (вариант обратимой трасформации эрит-
роцитов). Количество нормальных и уплощенных
дискоцитов, а также сфероцитов (терминальная
стадия развития эритроцитов, в которую переходят
эхиноциты, акантоциты и стоматоциты при необра-
тимом повреждении и естественном старении) при
этом снижено (р < 0,05). Холодовое воздействие
длительностью 90 с способствовало статистически
значимому снижению содержания сфероцитов и
уплощенных дискоцитов, а уровень стоматоцитов
и дискоцитов не отличался от контроля (рис. 3, В;
табл. 2). Через час после АКВ количество нор-
мальных дискоцитов в группах 2А и 4А значимо
не изменялось по сравнению с данными, полу-
ченными непосредственно после криотерапии,
тогда как в группе 3А возрастало (р < 0,05) коли-
чество нормальных дискоцитов (по сравнению с
группой 3).

В.В. Ломако и соавт. [13] показали, что незави-
симо от глубины (ректальную температуру снижали
до 32,5, 27,5 и 16,5°С) и способа достижения гипо-
термии (краниоцеребральная, общая и общая в
условиях гипоксии-гиперкапнии) у крыс наблю-
далось повышение осмотической хрупкости эрит-
роцитов и усиливался их гемолиз. В то же время
осталось невыясненным, как влияла длительность
умеренной гипотермии на осмотическую стойкость
эритроцитов периферической крови.

На основании анализа полученных экспери-
ментальным путем кривых осмотической хруп-
кости мы определили уровень гемолиза эритро-
цитов в зависимости от времени пребывания мышей
в экспериментальной криокамере с температурой
–120°C (табл. 3).

Можно предположить, что степень изменения
осмотической резистентности эритроцитов зависит
от длительности гипотермии. Нами показано, что
динамика трансформации эритроцитов не нахо-
дилась в прямой зависимости от продолжитель-
ности низкотемпературного воздействия. Так, зна-

After 60 seconds of the animals’ staying in the
cryochamber at –120°C the erythrocyte population was
more homogeneous (Fig. 2, B; Table 2), the cells of
Group 3 mice were mainly stomatocytes ((86.68 ±
4.78)%) (possible reversible transformation of erythro-
cytes). The number of normal and flattened discocytes
as well as spherocytes (terminal stage of develop-
ment of red blood cells, i. e. of echinocytes, acanthocy-
tes and stomatocytes in case of irreversible damage
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Рис. 3. Осмотическая хрупкость (А) и плотность рас-
пределения эритроцитов по индексу сферичности (В).
Пребывание мыши в криокамере (–120°C) в течение
90 с:          – контроль;         – после криокамеры.
Fig. 3. Osmotic fragility (А), density of erythrocyte distri-
bution by sphericity index (В). The mouse was in cryo-
chamber (–120°C) for 90 seconds:          – control;           –
after cryochamber.

До
ля

 с
ох
ра
нн
ы
х 
кл
ет
ок

, %
C

on
te

nt
 o

f p
re

se
rv

ed
 o

f c
el

ls
, %

Концентрация NaCl, %
NaCl concentration, %

До
ля

 с
ох
ра
нн
ы
х 
кл
ет
ок

, %
C

on
te

nt
 o

f p
re

se
rv

ed
 o

f c
el

ls
, %

Концентрация NaCl, %
NaCl concentration, %

A

B

проблемы криобиологии и криомедицины
problems of cryobiology and cryomedicine
том/volume 27, №/issue 1, 2017

35



чимый гемолиз эритроцитов в группе 2 начинался
уже при 0,6% NaCl и продолжал возрастать при
снижении осмолярности среды (табл. 3), что могло
быть связано со статистически значимым увели-
чением содержания сфероцитов в популяции эрит-
роцитов непосредственно после одного сеанса
АКВ (см. табл. 2). В группе 3 при снижении кон-
центрации NaCl до 0,5% наблюдали гемолиз боль-
шей части клеток (81,75 ± 8,27), тогда как в группе 4
значимых изменений уровня гемолиза эритроцитов
по сравнению с контролем не регистрировалось.

Исходя из полученных нами результатов по
влиянию продолжительности острого общего ох-
лаждения организма на степень гемолиза клеток
можно констатировать, что более длительное (60
и 90 с) пребывание мышей при температуре –120°C
оказывает меньшее воздействие на красные клет-
ки, чем кратковременное охлаждение животных
в течение 40 с (табл. 3). Это утверждение согла-
суется с данными J. Selfe и соавт. [21], которые
показали, что для спортсменов-регбистов продол-
жительность одного сеанса АКВ (2 мин) является
наиболее оптимальной и воспринимается орга-
низмом лучше, чем 1 или 3 мин острой гипотермии
при температуре –135°C. Сходные результаты бы-
ли получены М.А.М. Аль-Рабии и соавт. [2].
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3 *88,2±76,2 *87,4±86,68 *56,6±61,8 *71,1±05,2

4 *37,3±18,2 27,51±26,36 71,61±08,92 *04,1±77,3

А2 59,2±11,5 *46,9±93,36 *42,6±53,52 44,2±51,6

А3 13,5±24,5 *76,01±47,17 *68,4±99,91 *69,1±48,2

А4 09,4±34,8 *54,3±65,16 *32,2±36,42 *26,1±93,5

Таблица 2. Влияние продолжительности одного сеанса
в криокамере (–120°С) на соотношение форм эритроцитов мыши

по индексу сферичности сразу после процедуры АКВ
и через час (n = 5, M ± SE)

Table 2. Effect of duration of one stay in cryochamber (–120°C) on
the ratio of murine erythrocyte shapes estimated by sphericity index

immediately after the ACE procedure and following
one hour (n = 5, M ± SE)

appearance and natural aging) here-
with was reduced (p < 0.05). During
90 seconds the ACE contributed to a
statistically significant reduction of
spherocytes and flattened discocytes
amount, the level of stomatocytes and
discocytes did not differ from the cont-
rol (Fig. 3B; Table 2). One hour later
the ACE the amounts of normal disco-
cytes in subgroups 2A and 4A were
not significantly changed in compari-
son with the data obtained immedia-
tely after cryo-exposure, whereas in
subgroup 3A the number of normal dis-
cocytes increased (p < 0.05, compared
with group 3).

V.V. Lomako et al. [14] have shown
that regardless of the depth (rectal
temperature was lowered down to 32.5,
27.5 and 16.5°C) and the way of ac-
hieving the hypothermia (craniocereb-
ral, general and total under hypoxia-
hypercapnia) in rats an increase of
erythrocyte osmotic fragility was obser-
ved and their hemolysis strengthened.
At the same time there was remained
unclear how the duration of mild hypo-
thermia affected an osmotic resistance
of peripheral blood erythrocytes.

The analysis of experimental curves

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

of osmotic fragility allowed to determine the level of
hemolysis of erythrocytes depending on the duration
of mice staying in experimental cryochamber with the
temperature of –120°C (Table 3).

It can be assumed that the depth of change of ery-
throcyte osmotic resistance depended on hypothermia
duration. We have shown that the dynamics of erythro-
cyte transformation was not directly dependent on
duration of exposure to low temperature. For example,
a significant hemolysis in Group 2 was observed even
in 0.6% NaCl solution and continuously increased with
a decrease in the medium osmolarity (Table 3) that
might be associated with a statistically significant in-
crease in the percentage of spherocytes in the popu-
lation of red blood cells immediately after one session
of ACE (see Table 2). In Group 3, the reduction in
NaCl concentration down to 0.5% led to the hemolysis
of the majority of cells (81.75 ± 8.27), whereas in Group
4 we observed no significant changes of erythrocyte
hemolysis level if compared with the control.

Our findings on the issue how the duration of acute
whole-body cooling affects the degree of hemolysis
allowed to state that longer (60 and 90 sec) staying of
mice at –120°C had less impact on their red cells if
compared with a short-term cooling of the animals
during 40 seconds (Table 3). This statement is consis-
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кости эритроцитов экспериментальных животных
могло быть связано как с повышением функцио-
нальной активности клеток вследствие повышен-
ной потребности организма в кислороде при гипо-
термии [5], так и с другими следствиями экстре-
мального холодового стресса.

Известно [15], что осмотическая хрупкость
эритроцитов отражает в основном состояние цито-
скелета клеток и зависит от формы клетки и соот-
ношения ее площади поверхности к объему. По-
вышение осмотической хрупкости эритроцитов
видимо вызвано существенным снижением доли
дискоцитов и ростом количества измененных форм
эритроцитов (сфероцитов). Наличие сфероцитов
служит показателем степени гемолиза, поскольку
эти клетки образуются в результате утраты эритро-
цитами части плазматической мембраны. В связи
с этим клетки становятся менее осмотически стой-
кими, что подтверждается нашими исследованиями
и данными литературы [8, 14].

Установлено, что в экстремальных условиях, к
которым относится и гипотермия, снижается ак-
тивность антиоксидантной системы, усиливаются
и становятся неконтролируемыми процессы пере-
кисного окисления липидов, что приводит к моди-
фикации липидов и белков плазмы крови, мембран
эритроцитов и, в конечном счете, к гемолизу пос-
ледних [4, 16, 17].

M.A. Srour и соавт. [22] подвергали эритроциты
крыс инкубации с оксидантами (Н2О2, аскорбат/
Fe2+) с целью повышения их осмотической хруп-
кости. Полученные в работе данные позволили пред-

tent with the data of J. Selfe et al. [21] who showed
that for rugby players the duration of one ACE session
(2 minutes) was the most optimal, and perceived by
their organism better than 1 or 3 minutes of an acute
hypothermia at a temperature of –135°C.

Similar results were reported by M.A.M. Al-Rabia
et al. [2]. Body temperature of rats was reduced within
30 min down to 30°C (short-term moderate hypo-
thermia), in the following series of experiments this
temperature was maintained for 90 and 180 minutes
(prolonged moderate hypothermia). According to the
study, moderate hypothermia for 90 minutes resulted
in an increase of osmotic fragility of erythrocytes, and
its prolongation up to 180 minutes allowed to reduce
this value.

Cell osmotic resistance is a considerably constant
value, nevertheless it decreases with the aging of cells,
following its functional activation, as well as under
pathology conditions or due to the extreme exposures
[9]. In our case, an altered osmotic fragility of erythro-
cytes of experimental animals could be related both to
a rise in functional activity of the cells resulted from
an increased oxygen demand of an organism during
hypothermia [6], as well as other consequences of
extreme cold stress.

It is known [16] that an osmotic fragility of erythro-
cytes mainly reflects the state of cytoskeleton of cells
as well as cell shape and depends on the surface-to-
volume ratio. Rise in osmotic fragility of red blood cells
is probably caused by significant reduction in the content
of discocytes and elevated number of erythrocytes with
altered shapes (spherocytes). Presence of spherocytes

Таблица 3. Гемолиз эритроцитов мыши после нахождения в криокамере
(–120°С) в течение 40, 60 и 90 с (n = 5, M ± SE)

Table 3.  Hemolysis of mouse erythrocytes after animal's stay in cryochamber
(–120°C) for 40, 60 and 90 seconds (n = 5, M ± SE)

яицартнецноK
%,lCaN

noitartnecnoC
%,lCaNfo

ыппурГ
spuorG

1 2 3 4

2,0 001 001 001 001

3,0 82,3±23,49 73,0±20,79 32,1±32,99 04,1±02,79

4,0 81,8±39,18 17,0±32,69 76,1±24,59 77,1±58,49

5,0 11,31±26,63 *54,6±92,16 *72,8±57,18 53,21±27,35

6,0 57,1±37,5 *58,8±55,81 10,4±97,4 21,4±21,4

7,0 13,1±73,5 83,4±66,4 *7,1±47,1 45,2±45,2

8,0 56,1±56,1 70,0±70,0 33,0±33,0 76,0±86,0

9,0 - - - -

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

Температуру тела крыс сни-
жали в течение 30 мин до 30°С
(кратковременная умеренная
гипотермия), в следующих се-
риях экспериментов эту темпе-
ратуру поддерживали в течение
90 и 180 мин (пролонгирован-
ная умеренная гипотермия). По
мнению авторов умеренная
гипотермия в течение 90 мин
приводила к повышению осмо-
тической хрупкости эритроци-
тов, а ее пролонгирование до
180 мин способствовало сниже-
нию этого показателя.

Осмотическая стойкость
клеток – величина относитель-
но постоянная, однако она пони-
жается при старении клетки,
повышении ее функциональной
активности, в условиях пато-
логии или экстремальных воз-
действиях [8]. В нашем случае
изменение осмотической хруп-
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положить, что активация процессов окислительных
повреждений мембраны эритроцитов может быть
основной причиной повышения осмотической
хрупкости эритроцитов после гипотермии. Изме-
нение осмотической хрупкости эритроцитов в дина-
мике гипотермии, по мнению авторов, прямо зависит
от состояния тиоловых групп белков мембраны
эритроцитов. В результате этой работы также было
установлено, что пролонгирование гипотермии
способствовало нормализации как осмотической
стойкости эритроцитов, так и количества тиоловых
групп в белках их мембраны. Это свидетельствует
о том, что у гомойотермных организмов при про-
лонгировании гипотермии могут включаться меха-
низмы адаптивных перестроек метаболических
процессов на уровне отдельных клеток [2, 21].

Сопоставляя полученные нами данные о коли-
чественном и качественном составе популяции эрит-
роцитов после одного сеанса АКВ, мы пришли к
выводу, что в зависимости от продолжительности
процедуры экстремальной гипотермии можно до-
биться не только относительной гомогенности по-
пуляции (см. табл. 2), но увеличения количества
эритроцитов в ПК уже через час после ее прове-
дения (см. табл. 1). Вероятно, что статистически
значимое увеличение количества эритроцитов в ПК
экспериментальных мышей после АКВ может
быть связано с элиминацией в результате гемолиза
старых и трансформированных форм красных
кровяных клеток и выбросом в кровяное русло
ретикулоцитов.

Таким образом, исследование структурно-функ-
циональной организации эритроцитов позволяет
определить индивидуальную и видовую резис-
тентность к воздействию экстремально низких
температур и оптимальную для организма продол-
жительность аэрокриовоздействия. При использо-
вании аэрокриотерапии в качестве оздорови-
тельной или лечебной процедуры целесообразно
проведение исследований для определения вре-
менного режима пребывания организма при тем-
пературе –120°C.

Выводы
1. В зависимости от продолжительности одно-

го сеанса общего АКВ (40, 60 и 90 с) (–120°C)
наблюдаются различные по степени выраженнос-
ти изменения в количественном и качественном
составе эритроцитов экспериментальных живот-
ных: снижается как общее количество эритроцитов
ПК, так и количество дискоцитов, значимо увели-
чивается доля обратимо измененных форм (стома-
тоцитов).

2. Экстремальное АКВ способствует повы-
шению осмотической хрупкости и усилению гемо-
лиза эритроцитов.

is indicative of the degree of hemolysis, as these cells
are formed after erythrocytes losing the part of plasma
membrane. In this connection, the cells become less
osmotically resistant, as confirmed by our studies and
other published reports [9, 15].

It has been found that under extreme conditions,
including hypothermia, the activity of antioxidant sys-
tem decreases, lipid peroxidation is getting stronger and
uncontrollable, that leads to a modification of lipids
and proteins of blood plasma, membranes, erythrocy-
tes and, ultimately, to hemolysis of the latter [5, 17, 18].

M.A. Srour et al. [22] incubated rat’s erythrocytes
with oxidants (H2O2, ascorbate/Fe2+) to increase their
osmotic fragility. The data obtained allowed to suggest
that the activation of oxidative damage in erythrocyte
membrane could be a major cause of an increased
osmotic fragility of erythrocytes after hypothermia.
The authors believed that altered osmotic fragility of
erythrocytes in dynamics of hypothermia was directly
dependent on the state of thiol groups of proteins in
erythrocyte membranes. This study also demonstrated
that the prolongation of hypothermia contributed to a
normalization of both osmotic resistance of erythro-
cytes, and the number of thiol groups in proteins of
their membrane. This indicated that prolonged hypo-
thermia in homeothermic organisms could trigger the
mechanisms of adaptive rearrangements of metabolic
processes at the level of individual cells [2, 21].

Comparing our data on quantitative and qualitative
compositions of erythrocyte population after one ses-
sion of ACE, we have concluded that depending on
duration of the procedure of extreme hypothermia one
could achieve not only relative homogeneity of the
population (see Table 2), but an increase in the number
of erythrocytes in PB an hour later its performance
too (see Table 1). A statistically significant increase in
the erythrocyte count in PB of experimental mice after
ACE was likely due to the elimination as a result of
hemolysis of old and transformed shapes of erythro-
cytes and release of reticulocytes into the blood stream.

Thus, the study of structural-functional organization
of erythrocytes enabled to determine the individual and
species-specific resistance to the effect of extremely
low temperatures and the duration of air-cryo-exposure
being optimal for an organism. Using air-cryo-therapy
as recreational or therapeutic procedures it is advisable
to conduct studies to determine the duration of staying
of an individual at a temperature of –120°C.

Conclusions
1. Depending on the duration of one session of

general ACE (40, 60 and 90 seconds) (–120°C) dif-
ferent manifestation degrees of changes in quan-
titative and qualitative composition of erythrocytes
of experimental animals were observed: both total
number of erythrocytes in PB and the one of disco-
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