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Äàííàÿ ðàáîòà ïðîâåäåíà â ðàìêàõ ÍÈÐ ÕÃÇÂÀ 
ïî òåìå «Åêñïåðèìåíòàëüíà îáðîáêà òà ðîçðîáêà 
ìåòîä³â êð³îêîíñåðâóâàííÿ êë³òèí òà òêàíèí äîìàøí³õ 
òà ñ³ëüñüêîãîñïîäàðñüêèõ òâàðèí, à òàêîæ ðîçðîáêà 
ìåòîä³â îòðèìàííÿ êð³îåêñòðàêò³â ç åìáð³îíàëüíèõ 
òêàíèí òâàðèí òà âèâ÷åííÿ ¿õ á³îëîã³÷íî¿ àêòèâíîñò³», 
¹ ãîñðåãèñòðàöèè 0110U007535.

Âñòóïëåíèå. Èçâåñòíî, ÷òî áèîëîãè÷åñêèå îáú-
åêòû íóæäàþòñÿ â èíäèâèäóàëüíîì ïîäõîäå ïðè 
ðàçðàáîòêå òåõíîëîãèè íèçêîòåìïåðàòóðíîãî êîí-
ñåðâèðîâàíèÿ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàçðàáîòàíû 
ýôôåêòèâíûå ìåòîäû íèçêîòåìïåðàòóðíîãî êîí-
ñåðâèðîâàíèÿ ýðèòðîöèòîâ ÷åëîâåêà, ïîäîáðàí ðÿä 
óñïåøíî ïðèìåíÿåìûõ çàùèòíûõ ñðåä íà îñíîâå 
ãëèöåðèíà [6], 1,2 – ÏÄ [5], ÄÌÑÎ [4], ÏÝÎ-1500 [1]. 
Îäíàêî äëÿ ýðèòðîöèòîâ ìëåêîïèòàþùèõ, òàêèõ êàê 
áûê, êðîëèê è ëîøàäü íå ðàçðàáîòàíû ñðåäû, ïîçâî-
ëÿþùèå äîñòè÷ü âûñîêîãî óðîâíÿ ñîõðàííîñòè êëå-
òîê. Ãëèöåðèí è ÏÝÎ-1500 íå îáëàäàþò äîñòàòî÷íîé 
êðèîçàùèòíîé ýôôåêòèâíîñòüþ ïðè çàìîðàæèâà-
íèè ýðèòðîöèòîâ áûêà è ëîøàäè [2], à ïðèìåíåíèå 
ÄÌÑÎ ïîçâîëÿåò ñîõðàíèòü íå áîëåå 60% êëåòîê [3].

Òåõíîëîãèè êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ áèîëîãè÷å-
ñêèõ îáúåêòîâ çà÷àñòóþ îñíîâûâàþòñÿ íà èñïîëü-
çîâàíèè êîìáèíèðîâàíûõ êðèîçàùèòíûõ ñðåä, 
ñîäåðæàùèõ ïðîíèêàþùèå è íåïðîíèêàþùèå 
êðèîïðîòåêòîðû. Òàêîé ïîäõîä ñïîñîáñòâóåò ñî-
õðàííîñòè ðÿäà áèîëîãè÷åñêèõ ñâîéñòâ, íàïðèìåð, 
ñîõðàííîñòè îñìîòè÷åñêèõ ñâîéñòâ äîíîðñêèõ ýðè-
òðîöèòîâ [8]. Â òî æå âðåìÿ, ñîõðàííîñòü ýðèòðîöè-
òîâ òàêèõ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ, êàê áûê, 
êðîëèê è ëîøàäü ïðè êðèîêîíñåðâèðîâàíèè â ïðè-
ñóòñòâèè ìíîãîêîìïîíåíòíûõ êðèîçàùèòíûõ ñðåä 
ðàíåå íå èññëåäîâàëàñü.

Öåëü èññëåäîâàíèÿ. Îïðåäåëåíèå óðîâíÿ ãå-
ìîëèçà ýðèòðîöèòîâ áûêà, êðîëèêà è ëîøàäè íà 
ðàçëè÷íûõ ýòàïàõ êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ ñ öåëüþ 
ïîäáîðà íàèáîëåå ýôôåêòèâíûõ çàùèòíûõ ñðåä, 
âêëþ÷àþùèõ, êàê ïðîíèêàþùèå, òàê è íå ïðîíèêàþ-
ùèå êðèîïðîòåêòîðû.

Îáúåêò è ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ. Ìàíèïó-
ëÿöèè ñ æèâîòíûìè ïðîâîäèëè ñîãëàñíî Ìåæäó-
íàðîäíûì ïðèíöèïàì Åâðîïåéñêîé êîíâåíöèè î 
çàùèòå ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ (Ñòðàñáóðã, 1985 
ã.). Âñå æèâîòíûå áûëè ïîëîâîçðåëûìè ñàìöàìè. 
Ýðèòðîöèòû ïîëó÷àëè èç öåëüíîé êðîâè áûêà, êðîëÿ 
è ëîøàäè çàãîòîâëåííîé íà êîíñåðâàíòå «Ãëþãè-
öèð» â îáúåìíîì ñîîòíîøåíèè 1:4. Ïîñëå óäàëåíèÿ 
ïëàçìû, ýðèòðîöèòàðíóþ ìàññó òðèæäû îòìûâàëè 

öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 1300 g â òå÷åíèå 3 ìèí â 
4-êðàòíîì îáúåìå èçîòîíè÷åñêîãî ðàñòâîðà NaCl 
(ðÍ 7,4).

Ìíîãîêîìïîíåíòíûå êðèîêîíñåðâèðóþùèå 
ñðåäû ãîòîâèëè íà èçîòîíè÷åñêîì ðàñòâîðå NaCl, 
ñîäåðæàùåì 0,01 M ôîñôàòíîãî áóôåðà, ðÍ 7,4. 
Èññëåäîâàëè êðèîçàùèòíóþ ýôôåêòèâíîñòü ðàñ-
òâîðîâ, ñîäåðæàùèõ ñëåäóþùèå êîíöåíòðàöèè 
êðèîïðîòåêòîðîâ:

1. 5% ÏÝÎ-1500+15% ÄÌÑÎ;
2. 10% ÏÝÎ-1500 +10% ÄÌÑÎ;
3. 20% ÏÝÎ-1500+10% ÄÌÑÎ;
4. 10% ÏÝÎ-1500 + 10% ÄÌÑÎ + 10% 1,2 ÏÄ + 10% 

ñàõàðîçû;
5. 15% ÏÝÎ-1500 + 10% ÄÌÑÎ + 5% 1,2 ÏÄ + 5% 

ñàõàðîçû;
6. 15% ÏÝÎ-1500 + 15% ÄÌÑÎ + 5% 1,2 - ÏÄ + 5% 

ñàõàðîçû;
7. 20% ÏÝÎ-1500 + 10% ÄÌÑÎ + 5% 1,2 ÏÄ + 5% 

ñàõàðîçû.
8. 10% ÏÝÎ-1500 + 10% ÄÌÑÎ + 10% 1,2-ÏÄ + 5% 

ñàõàðîçû;
9. 20% ÏÝÎ-1500 +5% ÄÌÑÎ + 5% 1,2-ÏÄ +5% 

ñàõàðîçû
10. 10%ÏÝÎ-1500 + 10%ÄÌÑÎ + 10% 1,2-ÏÄ+ 

10% ìàííèò.
Êðèîêîíñåðâàíò äîáàâëÿëè ïîêàïåëüíî ê ýðè-

òðîìàññå â ñîîòíîøåíèè 1:1 ïðè òåìïåðàòóðå 21°Ñ 
è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 15 ìèíóò. Çàìîðàæèâàíèå 
îñóùåñòâëÿëè ïîãðóæåíèåì â æèäêèé àçîò. Íàãðåâ 
ïðîâîäèëè íà âîäÿíîé áàíå ïðè 40-42°Ñ äî ïîÿâ-
ëåíèÿ æèäêîé ôàçû. Îòìûâàíèå êðèîïðîòåêòîðà 
îñóùåñòâëÿëè ñåðèéíûì öåíòðèôóãèðîâàíèåì. Íà 
ïåðâîì ýòàïå ê ñóñïåíçèè ýðèòðîöèòîâ äîáàâëÿëè 
ðàâíûé îáúåì 0,6 Ì NaCl, 10 ìÌ ôîñôàòíûé áóôåð 
ðÍ 7,4. Ïîñëå ýòîãî ýðèòðîöèòû äâàæäû ïðîìûâàëè 
0,15 Ì NaCl, 10 ìÌ ôîñôàòíûé áóôåð ðÍ 7,4 [9].

Ýôôåêòèâíîñòü êðèîçàùèòíûõ ñðåä ïðè çà-
ìîðàæèâàíèè ýðèòðîöèòîâ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ 
æèâîòíûõ îöåíèâàëè ïî óðîâíþ ãåìîëèçà. Óðîâåíü 
ãåìîëèçà â íàäîñàäêå èçìåðÿëè íà ñïåêòðîôîòîìå-
òðå "Pye Unicam SP 8000" (Àíãëèÿ) ïðè äëèíå âîëíû 
543 íì: 

ïðîöåíò ãåìîëèçà = [À
1
/À

2
]*100,

ãäå À
1
 – îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü íàäîñàäî÷íîé æèä-

êîñòè ýêñïåðèìåíòàëüíîãî îáðàçöà; À
2
 – îïòè÷åñêàÿ 

ïëîòíîñòü ïðè 100% ãåìîëèçå êîíòðîëüíîãî îáðàçöà.
Ýêñïåðèìåíòàëüíûå ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû 

â âèäå ñðåäíåãî àðèôìåòè÷åñêîãî ± ñòàíäàðòíàÿ 
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îøèáêà ñðåäíåãî. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó ãðóïïàìè ñ÷èòà-
ëè ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíûìè ïðè Ð<0,05.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé è èõ îáñóæäåíèå. 
Äåéñòâèå ïîâðåæäàþùèõ ôàêòîðîâ êðèîêîíñåðâè-
ðîâàíèÿ ìîæåò ïðèâîäèòü ê ðàçâèòèþ òðàíñìåì-
áðàííûõ äåôåêòîâ, âîçíèêíîâåíèþ êðóïíûõ ïîð, 

ðàçðûâîâ è, êàê ñëåäñòâèå, ãåìîëèçó ýðèòðîöèòîâ 

[13]. Äàííûå ïî óðîâíþ ãåìîëèçà, ïîëó÷åííûå â 

íàñòîÿùåé ðàáîòå äëÿ ýðèòðîöèòîâ áûêà, êðîëèêà 

è ëîøàäè ïîñëå èíêóáèðîâàíèÿ â êðèîçàùèòíîé 

ñðåäå, ïîñëå íèçêîòåìïåðàòóðíîãî âîçäåéñòâèÿ è 

Òàáëèöà 1
Óðîâåíü ãåìîëèçà ýðèòðîöèòîâ áûêà 

â ïðîöåññå êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ ñ ðàçëè÷íûìè ñðåäàìè

Ñðåäà
Ãåìîëèç, %

Ïîñëå 15 ìèí èíêóáèðîâàíèÿ Ïîñëå çàìîðàæèâàíèÿ-îòîãðåâà
Ïîñëå çàìîðàæèâàíèÿ-îòîãðåâà 

è îòìûâêè

1 0,8±0,2 18,4±1,3 38,2±2,5

2 0,7±0,2 13,8±1,2 46,2±4,1

3 0,5±0,2 13,2±1,1 35,5±2,4

4 0,6±0,2 10,4±1,0 38,4±2,7

5 0,5±0,2 5,2±0,4 23,4±2,0

6 0,8±0,1 7,2±0,8 27,5±2,3

7 0,5±0,2 5,2±0,6 41,1±4,0

8 0,5±0,1 13,8±1,1 47,3±4,1

9 0,3±0,2 6,6±0,5 30,9±2,3

10 0,6±0,1 10,0±0,5 38,5±3,4

Òàáëèöà 2
Óðîâåíü ãåìîëèçà ýðèòðîöèòîâ êðîëèêà 

â ïðîöåññå êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ ñ ðàçëè÷íûìè ñðåäàìè

Ñðåäà
Ãåìîëèç, %

Ïîñëå 15 ìèí èíêóáèðîâàíèÿ Ïîñëå çàìîðàæèâàíèÿ-îòîãðåâà
Ïîñëå çàìîðàæèâàíèÿ-îòîãðåâà è 

îòìûâêè

1 0,8±0,2 16,4±1,4 46,9±3,9

2 0,7±0,2 15,8±1,6 48,5±4,2

3 0,4±0,3 15,4±1,3 36,5±2,5

4 0,5±0,1 11,4±1,1 40,4±3,5

5 0,8±0,2 6,4±0,5 24,5±2,1

6 0,9±0,1 7,8±0,2 28,9±2,8

7 0,6±0,2 6,7±0,6 43,8±4,2

8 0,6±0,1 15,5±1,3 49,5±3,4

9 0,4±0,2 7,3±0,8 32,7±2,2

10 0,7±0,2 9,2±0,5 40,7±3,8

Òàáëèöà 3
Óðîâåíü ãåìîëèçà ýðèòðîöèòîâ ëîøàäè 

â ïðîöåññå êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ ñ ðàçëè÷íûìè ñðåäàìè

Ñðåäà
Ãåìîëèç, %

Ïîñëå 15 ìèí èíêóáèðîâàíèÿ Ïîñëå çàìîðàæèâàíèÿ-îòîãðåâà
Ïîñëå çàìîðàæèâàíèÿ-îòîãðåâà è 

îòìûâêè

1 0,8±0,2 16,7±1,5 45,8±3,7

2 0,3±0,1 16,2±0,9 51,2±5,1

3 0,7±0,2 16,5±1,2 39,5±2,7

4 0,5±0,2 12,5±1,2 44,3±3,2

5 0,7±0,2 7,2±0,6 25,4±2,0

6 0,9±0,3 7,6±0,5 27,8±2,7

7 0,5±0,2 6,1±0,5 42,2±3,8

8 0,6±0,2 15,8±1,4 54,5±3,5

9 0,3±0,2 7,7±0,7 34,9±2,8

10 0,6±0,1 8,1±0,5 44,8±3,9
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ïîñëåäóþùåé ïðîöåäóðû ïåðåâîäà êëåòîê â èçîòî-
íè÷åñêóþ ñðåäó ïðèâåäåíû â òàáëèöàõ 1, 2 è 3.

Èç ïîëó÷åííûõ äàííûõ âèäíî, ÷òî óðîâåíü ãåìî-
ëèçà ïîñëå èíêóáèðîâàíèÿ ýðèòðîöèòîâ ñ ìîãîêîì-
ïîíåòíûìè ñðåäàìè íå ïðåâûøàåò 1%, ÷òî ãîâîðèò 
î òîëåðàíòíîì îòíîøåíèè êëåòîê ê êðèîïðîòåêòî-
ðàì ïðè êîíöåíòðàöèÿõ, èñïîëüçîâàííûõ â äàííîé 
ðàáîòå. Ïîñëå íèçêîòåìïåðàòóðíîãî âîçäåéñòâèÿ 
óðîâåíü ãåìîëèçà ìàêñèìàëüíî âîçðàñòàåò â ñó-
ñïåíçèÿõ ýðèòðîöèòîâ áûêà, êðîëèêà è ëîøàäè, 
ñìåøàííûõ ñî ñðåäîé ¹1 è ìèíèìàëüíî - ñî ñðå-
äàìè ¹5 è 7. Òàê ïîñëå çàìîðàæèâàíèÿ â ñðåäå ¹5 
ãåìîëèç ýðèòðîöèòîâ áûêà ñîñòàâëÿåò âñåãî 5,2%, 
êðîëèêà – 6,4%, à ëîøàäè – 7,2%. Ïîñëå ïðîöåäóðû 
óäàëåíèÿ êðèîïðîòåêòîðà è ïåðåâîäà â èçîòîíè-
÷åñêóþ ñðåäó óðîâåíü ãåìîëèçà ñóùåñòâåííî âîç-
ðàñòàåò äëÿ âñåõ èññëåäîâàííûõ ñðåä, îäíàêî ñî 
ñðåäîé ¹5 óäàåòñÿ ïîëó÷èòü 74 ÷ 76% íåãåìîëèçè-
ðîâàííûõ êëåòîê.

Âèäíî, ÷òî íåçíà÷èòåëüíàÿ äîáàâêà â ñðåäó ñà-
õàðîçû ïîçâîëÿåò ñóùåñòâåííî óìåíüøèòü ãåìîëèç 
ýðèòðîöèòîâ ïðè çàìîðàæèâàíèè. Èñïîëüçîâàíèå 
ÄÌÑÎ ïðè êîíöåíòðàöèè â ñóñïåíçèè âûøå 5% ïðè-
âîäèò ê äîñòîâåðíîìó ïîâûøåíèþ óðîâíÿ ãåìîëèçà 
åùå íà ýòàïå èíêóáèðîâàíèÿ. Ðàíåå íàìè áûëî ïî-
êàçàíî, ÷òî êðèîêîíñåðâèðîâàíèå ïîä çàùèòîé 10 % 
ÄÌÑÎ ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ îñìîòè÷åñêîé õðóï-
êîñòè ýðèòðîöèòîâ áûêà, êðîëèêà è ëîøàäè [10], ÷òî 
ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñî ñíèæåíèåì ìèêðîâÿçêîñòè 

ìåìáðàí è óâåëè÷åíèåì èõ ïðîíèöàåìîñòè [3, 12]. 
Ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè ÏÝÎ-1500 ïîçâîëÿåò 
ñóùåñòâåííî ñíèçèòü óðîâåíü ãåìîëèçà ýðèòðî-
öèòîâ íà ýòàïå çàìîðàæèâàíèÿ – íàãðåâà. Îäíàêî 
íàáëþäàåòñÿ ðåçêîå âîçðàñòàíèå óðîâíÿ ãåìîëèçà 
íà ýòàïå óäàëåíèÿ êðèîïðîòåêòîðà. Òàê, íàïðèìåð, 
ïîñëå çàìîðàæèâàíèÿ ýðèòðîöèòîâ ïîä çàùèòîé 
êðèîçàùèòíîé ñðåäû ¹7 óðîâåíü ãåìîëèçà ñîñòàâ-
ëÿåò 5,2 % äëÿ ýðèòðîöèòîâ áûêà, 6,1% - ýðèòðîöè-
òîâ ëîøàäè è 6,7% - ýðèòðîöèòîâ êðîëèêà, à ïðè îò-
ìûâàíèè êðèîïðîòåêòîðîâ âîçðàñòàåò äî 41,1, 42,2 
è 43,8%, ñîîòâåòñòâåííî. Ýòè ôàêòû ìîãóò áûòü ñâÿ-
çàíû ñ «íàëèïàíèåì» êðèîïðîòåêòîðà íà ïîâðåæ-
äåííûå ÷àñòè ìåìáðàí, îòìûâêà ÏÝÎ-1500 âåäåò ê 
îòêðûòèþ ïîðû è âûõîäó ãåìîãëîáèíà [7, 11].

Âûâîäû.. Ðàçðàáîòàíà ìíîãîêîìïîíåíòíàÿ 
êðèîçàùèòíàÿ ñðåäà, ñîäåðæàùàÿ, êàê ïðîíèêàþ-
ùèå, òàê è íåïðîíèêàþùèå êðèîïðîòåêòîðû (15% 
ÏÝÎ-1500, 10% ÄÌÑÎ, 5% 1,2 ÏÄ, 5% ñàõàðîçû). 
Êðèîêîíñåðâèðîàíèå ýðèòðîöèòîâ áûêà, êðîëèêà è 
ëîøàäè ñ èñïîëüçîâàíèåì äàííîé ñðåäû ïîçâîëÿåò 
ïîëó÷èòü äî 75% íåãåìîëèçèðîâàííûõ êëåòîê.

Ïåðñïåêòèâû äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé. 
Íåîáõîäèìî äàëüíåéøåå èçó÷åíèå ñîñòîÿíèÿ ìåì-
áðàí ýðèòðîöèòîâ ìëåêîïèòàþùèõ ïîñëå êðèîêîí-
ñåðâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè ìíîãîêîìïîíåíòíûõ 
êðèîçàùèòíûõ ñðåä, ñîäåðæàùèõ ïðîíèêàþùèå è 
íåïðîíèêàþùèå êðèîïðîòåêòîðû.
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Summary. Influence of multicomponent cryoprotective environments is in-process investigational, containing 

penetrating and nonpenetraiting cryoprotectors on hemolysis of red corpuscles of bull, rabbit and horse on the dif-
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PD, 5% saccharoses, allowing to save to 75% cages of all investigated mammals in the process of cryopreservation.
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