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монстрирует процессы миграции клеток и их оседлости. Специфическая локализация разных рецеп-
торов лектинов свидетельствует об их функциональной значимости в процессах формообразования 
сердца как органа. В эндокардиальных подушках определяются тяжи мезенхимных клеток, которые 
имеют большее количество рецепторов к лектинам SNA. В атриовентрикулярном канале определяют-
ся массивы клеток, которые имеют большее количество рецепторов LABA . 
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Данная работа является фрагментом науч-
ной темы «Механизмы изменения осмотической 
и температурной чувствительности клеток при 
действии модификаторов цитоскелет-мембранно-
го комплекса, амфифильных веществ и криопро-
текторов» (№ госрегистрации 0104U006437). 

Вступление. Эритроциты, замороженные в 
среде без криопротектора, имеют значитель-
ную степень повреждения, а оставшиеся клетки 
морфологически представлены сфероцитами, 
эхиноцитами и сфероэхиноцитами с миелинопо-
добными структурами от которых отделяются 
везикулы. Включение в среду замораживания 
декстрана обеспечивает предотвращение везику-
ляции и значительного гемолиза эритроцитов, 
при этом оставшиеся клетки морфологически 
представлены в основном дискоцитами с невы-
соким содержанием эхиноцитов, что характерно 
для интактных эритроцитов [13]. Однако такие 
морфологические показатели отмечаются для 
клеток, которые не отмывались от декстрана по-

сле замораживания. Эритроциты, отмытые от 
криоконсерванта, являются осмотически хруп-
кими по сравнению с интактными клетками 
[13], что, вероятно, связано с изменением объ-
емно-морфологических параметров клеток. Со-
четание декстрана с проникающим крипротек-
тором (ДМСО или глюкоза) в среде обеспечивает 
сохранение удовлетворительной осмотической 
хрупкости эритроцитов после их замораживания 
и отмывания от криоконсерванта [3]. Кроме того, 
комбинирование в среде поливинилпирролидона 
с 1,2-пропандиолом позволяет получить после за-
мораживания эритроциты, которые приближа-
ются по форме к дискоцитам и образуют «монет-
ные столбики» при переносе их в плазму [1]. 

Таким образом, сочетание в криоконсерванте 
непроникающих и проникающих криопротекто-
ров обеспечивает положительный эффект относи-
тельно сохранения формы и осмотической хруп-
кости эритроцитов после замораживания. 
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Цель работы – оценить криозащитную эффек-
тивность комбинированной среды с непроника-
ющим (декстран) и проникающим (ДМСО) кри-
опротекторами при изучении морфологических 
свойств эритроцитов, отмытых от криоконсер-
ванта после замораживания. 

Объект и методы исследования. В работе ис-
пользовали NaCl (х.ч.), сахарозу (ч.д.а.) и глюкозу 
(ч.д.а.). Tрис и ЭДТА – производства Calbiochem, 
сывороточный альбумин человека – производ-
ства Reanal, декстран с молекулярной массой 
35000 – производства Serva, диметилсульфоксид 
(ДМСО) – производства Sigma. Использовали ин-
гибитор анионного канала 4,4’-диизотиоцианато-
стильбен-2,2’-дисульфонат (ДИДС) и сульфги-
дрильный реагент N-этилмалеимид (НЭМ) 
– производства Serva, гемин – производства 
Sigma. 

Среды замораживания готовили на сахаро-
зо-солевом растворе, содержащем 0,3% NaCl + 
6,85% сахарозы. Криоконсерванты содержали 
декстран (20%) или декстран в комбинации с 
ДМСО (7%) и глюкозой (2%). 

Эритроциты человека получали из донорской 
крови четырехкратным отмыванием раствором, 
содержащим 0,9% NaCl. 

Образцы эритроцитов в стальных плоских 
гофрированных контейнерах объемом 120 мл с 
гематокритом 40% инкубировали 40 мин при 
25°С, затем их погружали в жидкий азот (-196°С) 
и хранили в течение 3-х месяцев. Контейнеры по-
сле замораживания и хранения переносили на 
водяную баню при 40°С на 5 мин. После отогрева 
размороженную суспензию, медленно с переме-
шиванием, разводили теплым (37°С) физиологи-
ческим раствором NaCl (0,9%) в 10 раз в течение 
не менее 30 секунд и центрифугировали при 3000 
об/мин в течение 5 мин с последующим удалени-
ем надосадочной жидкости. Данную процедуру 
повторяли ещё один раз. После этого, без учета 
скорости разведения осадка эритроцитов, клетки 
дополнительно 3 раза отмывали физиологиче-
ским раствором NaCl при 37°С. 

Процент гемолиза эритроцитов вычисляли 
после спектрофотометрического определения оп-
тической плотности в супернатанте образцов при 
длине волны 543 нм по формуле [11]: 

% гемолиза = [А1/А2] 100, где

А1 – оптическая плотность супернатанта экс-
периментального образца; 

А2 – оптическая плотность при полном гемо-
лизе контрольного образца после добавления де-
тергента тритон Х-100 в концентрации 0,1 %. 

Для обработки модификаторами эритроциты 
с 20 %-м гематокритом суспендировали в среде, 
содержащей: КСl – 90, NаCl – 45, сахарозу – 44, 
Трис – 10 ммоль/л (pH 7.4). В суспензию добавля-
ли N-этилмалеимид в концентрации 12 ммоль/л 
и инкубировали в течение 60 мин при 37°С [8]. Ге-
мин добавляли в концентрации 300 мкмоль/л и 
инкубировали в течение 10 мин при 37°C [14]. По 

истечении времени эритроциты отмывали 5 раз 
средой для обработки и до момента использова-
ния держали на ледяной бане. 

Морфологию эритроцитов изучали с помощью 
светового микроскопа. Клетки суспендировали в 
физиологическом растворе NаCl с гематокритом 
1,7%. Вносили реагенты – ДИДС, альбумин и 
плазму в концентрации 50 мкмоль/л, 1% и 23%, 
соответственно. Взвесь перемешивали и через 2 
мин тестировали изменения морфологии эритро-
цитов в световом микроскопе. 

Изменение формы эритроцитов в среде, со-
держащей 0,15 моль/л NаCl, 10 ммоль/л трис (рН 
7,4), исследовали методом регистрации флукту-
ации оптической плотности (ОП) взвешенных в 
растворе эритроцитов при перемешивании кле-
точной суспензии в кювете с частотой 5,0-7,1 Гц. 
Исследование проводили на спектрофотометре 
(СФ-4А), сопряженном с самописцем (регистра-
ция уровня и флуктуации ОП клеточных суспен-
зий при длине волны 720 нм). ОП суспензии эри-
троцитов в экспериментах составляла 0,3-0,35 
единиц, что соответствовало гематокриту 0,02% 
(~3,0 106 кл./мл) [5]. 

Результаты исследований и их обсуждение. 
Интактные эритроциты, отмытые физиологиче-
ским раствором NaCl представлены дискоцита-
ми, стоматоцитами и эхиноцитами (рис. 1, фото 
1). Включение в среду плазмы или альбумина 
вызывает изменение формы клеток, и основная 
часть эритроцитов представлена дискоцитами 
(рис. 1, фото 2,3). Присутствие в среде ингиби-
тора анионного канала ДИДС приводит к обра-
зованию сфероэхиноцитов и сфероцитов (рис. 
1, фото 4). Степень повреждения эритроцитов, 
отмытых после замораживания в среде, содер-
жащей декстран, составляет 39-45%, а остав-
шиеся клетки морфологически представлены 
сфероцитами (рис. 1, фото 5). Присутствие в 
среде альбумина или плазмы вызывает измене-
ние формы эритроцитов и клетки становятся в 
основном эхиноцитами (рис. 1, фото 6,7). При 
этом ДИДС не изменяет форму эритроцитов 
(рис. 1, фото 8). 

Процедура отмывания эритроцитов обычно 
приводит к гемолизу клеток, значительно по-
врежденных при замораживании-отогреве, а 
также к осмотическому повреждению остав-
шейся части эритроцитов, которая становится 
осмотически хрупкой. При этом происходит 
отмывание не только криоконсерванта и гемо-
лизированных клеток, но и миелиноподобных 
структур и образовавшихся везикул, которые 
выявляются в размороженной клеточной су-
спензии не отмытой от криоконсерванта [13]. 

Отмывание эритроцитов после заморажи-
вания в среде с декстраном, ДМСО и глюкозой 
приводит к относительно невысокой степени 
повреждения (6-10%), а оставшиеся клетки 
представлены в основном эхиноцитами (рис. 2, 
фото 1). 
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Рис. 1. Морфология эритроцитов в среде, со-
держащей 0,9% NaCl: 1-4 – интактные клетки; 5-8 
– клетки, отмытые после замораживания в среде, 
содержащей декстран (20%). 2,6 – при наличии 
плазмы (23%); 3,7 – при наличии альбумина 
(1 %); 4,8 – в присутствии ДИДС (50 мкмоль/л). 

Рис. 2. Морфология эритроцитов, отмытых по-
сле замораживания в среде с декстраном (20%), 
ДМСО (7%) и глюкозой (2%). 2 – при наличии 
плазмы (23%); 3 – при наличии альбумина (1%); 
4 – в присутствии ДИДС (50 мкмоль/л). 

Включение плазмы или альбумина вызывает 
изменение формы клеток, и основная часть эри-
троцитов приобретает форму дискоцитов (рис. 2, 
фото 2,3). Присутствие в среде ДИДС приводит к 
образованию сфероцитов (рис. 2, фото 4). Таким 

образом, замораживание эритроцитов в жидком 
азоте в среде, содержащей декстран, приводит 
к высокой степени их повреждения, а оставша-
яся часть клеток морфологически представлена 
сфероцитами. Комбинирование в среде декстра-
на с проникающими криопротекторами (ДМСО 
и глюкоза) обеспечивает невысокую степень по-
вреждения эритроцитов, оставшиеся клетки яв-
ляются эхиноцитами, но сохраняют способность 
становиться дискоцитами под действием плазмы 
и альбумина. Это указывает на то, что эритро-
циты, замороженные в комбинированном крио-
консерванте, смогут восстанавливать свою функ-
циональную полноценность после попадания в 
кровяное русло. 

При изменении формы эритроцитов от асим-
метричных форм (дискоциты и неправильные 
формы) до симметричных (сфероциты, сфероэ-
хиноциты, сферостоматоциты) интенсивность 
выходящего светового потока через перемешива-
емую суспензию эритроцитов уменьшается. Ин-
тенсивность флуктуации ОП клеточной суспен-
зии определяется соотношением асимметричных 
и симметричных форм эритроцитов. Чем выше 
содержание асимметричных форм клеток, тем 
сильнее флуктуация ОП и наоборот [5, 9]. Таким 
образом, используя данный подход, можно оце-
нить изменение формы эритроцитов. 

На рис. 3 представлены результаты действия 
ДИДС на флуктуацию оптической плотности 
(ОП) суспензии эритроцитов, отмытых после за-
мораживания в средах различного состава, а так-
же клеток, модифицированных по цитоскелету. 
Не выявляется существенной разницы в интен-
сивности флуктуации ОП суспензии эритроци-
тов, замороженных в различных средах. 

Внесение в суспензию интактных эритроци-
тов ДИДС приводит к устранению флуктуации 
ОП и некоторому повышению ОП (рис. 3, дорож-
ка 4). Действие ДИДС на суспензию эритроцитов, 
замороженных в среде декстраном, существенно 
ослабляется по сравнению с интактными клетка-
ми (рис. 3, дорожка 1). Дополнительное включе-
ние ДМСО или ДМСО с глюкозой в среду замора-
живания с декстраном обеспечивает сохранение 
эффекта ДИДС на флуктуацию ОП суспензии 
эритроцитов, отмытых после замораживания, 
этот эффект сравним с таковым для интактных 
эритроцитов (рис. 3, дорожи 2,3). 

После обработки эритроцитов НЭМ, эффект 
ДИДС полностью устраняется, при этом интен-
сивность флуктуации ОП существенно не из-
меняется (рис. 3, дорожка 5). Модификация 
эритроцитов гемином несколько снижает интен-
сивность флуктуации ОП суспензии таких кле-
ток и значительно подавляет проявление эффек-
та ДИДС (рис. 3, дорожка 6).

Известно, что альбумин является стабилиза-
тором дискоидных форм эритроцитов за счет мо-
дификации электростатической структуры по-
верхности клетки [9]. Эффект сфероцитирующих 
агентов устраняется плазмой или альбумином [9] 
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так же, как и эхиноцитоз, индуцированный ос-
мотическим воздействием [2]. Полученные ре-
зультаты действия альбумина на морфологию 
эритроцитов, замороженных в комбинированной 
среде с декстраном, ДМСО и глюкозой согласу-
ются с указанными данными литературы (рис. 
2, фото 1-3). В то же время, эритроциты, заморо-
женные в среде с декстраном, морфологически 
являются сфероцитами, а действие плазмы и 
альбумина не приводит к образованию дискоци-
тов (рис. 1, фото 5-7). 

изменению формы эритроцитов на эхиноаканто-
циты [6], эхиноциты [17] или сфероциты [4]. При 
связывании данного ингибитора происходит из-
менение конформации переносчика с переориен-
тацией транспортных сайтов анионного канала 
на внешнюю сторону мембраны [12]. Предполага-
ется, что реакция переориентации транспортных 
сайтов с внутренней стороны на внешнюю сторо-
ну мембраны необходима для эффекта ДИДС на 
форму эритроцитов [4]. 

Описанные данные литературы указывают на 
то, что ДИДС является модификатором струк-
турного состояния белка полосы 3, липидных 
компонентов мембраны, а также модификатором 
взаимодействия цитоскелета с мембраной, что в 
сумме приводит к изменению формы эритроци-
тов. 

Предложен механизм контроля формы эри-
троцитов, в котором уровень агрегатного состоя-
ния белков цитоскелета определяется соотноше-
нием двух основных конформаций белка полосы 
3, которые в свою очередь зависят от характера 
распределения анионов по обе стороны мембра-
ны [17]. Согласно этому эхиноцитоз эритроци-
тов проявляется тогда, когда значительная часть 
переносчиков находится в конформации с транс-
портным сайтом, обращенным на внутреннюю 
сторону мембраны и при этом цитоскелет нахо-
дится в сокращенном состоянии, а белок полосы 
3 образует комплекс с гликофоринами А и С [17]. 
В соответствии с данной моделью показано, что 
эхиноцитоз и стоматоцитоз эритроцитов, инду-
цируемый амфифильными реагентами и детер-
гентами, устраняется вследствие ингибирования 
транспорта анионов [17]. Возможно, что началь-
ной реакцией изменения формы эритроцитов в 
физиологических условиях является изменение 
локальной концентрации анионов на поверхно-
сти эритроцитов из-за изменения степени экра-
нирования альбумином положительных заря-
дов у входа в анионный канал. Вследствие этого 
происходит перераспределение транспортных 
сайтов анионного переносчика между внутрен-
ней и внешней сторонами мембраны, изменение 
степени агрегации белков цитоскелета, которые 
в итоге определяют и стабилизируют кривизну 
внешнего монослоя мембраны и форму эритро-
цитов [17]. 

Исследование роли цитоскелета в стабиль-
ности и форме изолированных мембран пока-
зало, что цитоскелет стабилизирует кривизну 
мембраны, но не является ответственным для ее 
кренации [10]. Эти данные вполне согласуются с 
моделью, в которой модификация состояния ци-
тоскелета является конечным шагом в последо-
вательности реакций, которые приводят к изме-
нению формы эритроцитов [17]. В стабилизации 
состояния цитоскелета и соответствующих форм 
эритроцитов, возможно, включаются мембран-
ные SH-группы за счет образования дисульфид-
ных связей и повышения сдвиговой устойчиво-
сти мембраны [7]. 

Связывание ингибитора анионного канала 
ДИДС с белком полосы 3 (анионный переносчик, 
анионный канал) приводит к распаду его тетра-
меров на димеры и ослаблению связи липидного 
бислоя мембраны с цитоскелетом [16]. Вероятно, 
сфероцитоз эритроцитов в присутствии ДИДС 
(рис. 1,2) вызван нарушением указанной связи. 
Возможно, при замораживании в среде с дек-
страном сфероцитоз эритроцитов (рис. 1, фото 5) 
определяется нарушением связи цитоскелета с 
мембраной. 

Анионный канал мембран эритроцитов окру-
жен анулярными липидами, которые находятся 
в «жидкокристаллическом» состоянии, что не-
обходимо для нормального функционирования 
канала [15]. ДИДС существенно повышает тер-
мическую устойчивость данной фракции липи-
дов после связывания в анионном канале [15]. 
Связывание ДИДС с белком полосы 3 приводит к 

Рис. 3. Влияние ДИДС на флуктуацию оптической 
плотности суспензии эритроцитов. Эритроци-
ты заморожены в среде, содержащей: 1 – дек-
стран (20%); 2 – декстран (20%) + ДМСО (7%); 
3 – декстран (20%) + ДМСО (7%) + Глюкоза (2%). 
4 – интактные клетки; 5,6 – эритроциты обрабо-
таны НЭМ и гемином, соответственно. Стрелками 
показаны моменты внесения ДИДС (5 мкмоль/л) 
в спектрофотометрическую кювету.
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Обработка эритроцитов НЭМ блокирует 80% 
мембранных SH-групп [8], которые включают 
SH-группы, локализованные на молекулах спек-
трина, что приводит к ингибированию реакции 
ассоциации димеров спектрина в тетрамеры с 
полным распадом последних [18]. Обработка эри-
троцитов гемином приводит к нарушению свя-
зи белка полосы 4.1 со спектрином и актином и 
снижению механической устойчивости мембран 
и изолированных цитоскелетов [14]. В связи с 
этими данными литературы НЭМ и гемин мож-
но считать модификаторами цитоскелета эри-
троцитов, на что также указывают результаты 
действия ДИДС на флуктуацию ОП клеточной 
суспензии. Модификация эритроцитов данны-
ми реагентами приводит к изменению эффекта 
ДИДС на флуктуацию ОП (рис. 3). 

На основе представленных данных литера-
туры и полученных результатов можно предпо-
ложить, что морфотрансформирующее действие 
ДИДС определяется модификацией взаимодей-
ствия белка полосы 3 с цитоскелетом. 

Таким образом, изучение морфологических 
свойств замороженных эритроцитов показало 
криозащитную эффективность комбинирован-
ной среды с непроникающим и проникающим 
криопротекторами. Сравнение результатов, по-
лученных при действии ДИДС на замороженные 
и модифицированные по цитоскелету эритроци-
ты, показывает, что эритроциты, замороженные 
в среде с декстраном, имеют повреждения в ци-
тоскелете или во взаимодействиях цитоскеле-
та с мембраной. Для того чтобы ослабить такие 
повреждения, криоконсервант должен дополни-
тельно содержать ДМСО и глюкозу. 

Выводы.
1. Интактные эритроциты в физиологической 

растворе NaCl представлены дискоцитами, сто-
матоцитами и эхиноцитами тогда как клетки, 
отмытые после замораживания в среде с декстра-
ном, представлены сфероэхиноцитами. В среде, 
содержащей альбумин или плазму, интактные 
клетки представлены в основном дискоцитами 
с невысоким содержанием стоматоцитов. При 
этом замороженные эритроциты, представлены в 
основном эхиноцитами. 

2. Эритроциты, замороженные в комбиниро-
ванной среде с декстраном 

ДМСО и глюкозой, морфологически пред-
ставлены эхиноцитами. Включение в среду аль-
бумина или плазмы приводит к преобразованию 
формы и клетки становятся в основном дискоци-
тами. 

3. Модификация эритроцитов гемином или 
НЭМ, а также замораживание в среде с декстра-
ном приводит к ослаблению эффекта ДИДС на 
флуктуацию оптической плотности суспензии 
модифицированных или замороженных клеток. 
Включение в состав криоконсерванта ДМСО и 
глюкозы обеспечивает сохранение указанного 
эффекта ДИДС, что, вероятно, связано с сохране-
нием удовлетворительного состояния цитоскеле-

та при замораживании эритроцитов в комбини-
рованном криоконсерванте с непроникающим и 
проникающим криопротекторами. 

Перспективы дальнейших исследований. 
В последующей работе планируется исследовать 
морфологические свойства эритроцитов, заморо-
женных в комбинированной среде с полиэтилен-
гликолем и ДМСО. 
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МОРФОЛОГІЧНІ ВЛАСТИВОСТІ ЕРИТРОЦИТІВ, ЩО ЗАМОРОЖУВАЛИ У КОМБІНОВАНИХ 

СЕРЕДОВИЩАХ ІЗ НЕПРОНИКАЮЧИМ ТА ПРОНИКАЮЧИМ КРІОПРОТЕКТОРАМИ 
Рамазанов В.В., Дейнеко Т.І., Воловельская Е.Л., Коптелов В.О., Бондаренко В.А.
Резюме. Досліджували кріозахисну ефективність різноманітних середовищ, оцінюючі морфологічні 

властивості еритроцитів, що заморожували. Встановлено, що еритроцити, відмиті після заморожу-
вання у комбінованому середовищі з декстраном, ДМСО та глюкозою морфологічно представлені 
ехіноцитами, однак у присутності альбуміну або плазми клітини перетворюються у діскоцити. 
Отримані результати вказують на те, що еритроцити, які заморожували у даному середовищі, змо-
жуть відновлювати власну функціональну повноцінність після потрапляння у кров’яне русло. 
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МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ЭРИТРОЦИТОВ, ЗАМОРОЖЕННЫХ В КОМБИНИРОВАН-

НОЙ СРЕДЕ С НЕПРОНИКАЮЩИМ И ПРОНИКАЮЩИМ КРИОПРОТЕКТОРАМИ 
Рамазанов В.В., Дейнеко Т.И., Воловельская Е.Л., Коптелов В.А., Бондаренко В.А.
Резюме. Исследовали криозащитную эффективность различных сред при оценке морфологических 

свойств замороженных эритроцитов. Установлено, что эритроциты, отмытые после замораживания в 
комбинированной среде с декстраном, ДМСО и глюкозой морфологически представлены эхиноцита-
ми, однако в присутствии альбумина или плазмы клетки преобразуются в дискоциты. Полученные 
результаты указывает на то, что эритроциты, замороженные в данной среде, смогут восстанавливать 
свою функциональную полноценность после попадания в кровяное русло. 
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NON-PENETRATING CRYOPROTECTANTS 
Ramazanov V.V., Deyneko T.A., Volovelskaya Ye.L., Koptelov V.A., Bondarenko V.A.
Summary. Cryoprotective efficiency of different media when assessing the morphological properties 

of frozen erythrocytes was studied. It has been established that erythrocytes washed-out after freezing in 
the combined medium with dextran, DMSO and glucose are presented by echinocytes, however in presence 
of albumin or plasma the cells transform into discocytes. The findings point to the fact that erythrocytes 
frozen in this medium will be able to recover their functional integrity after entering into blood channel.
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