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Аннотация
Обоснование. Криоконсервация нашла широко применение для различ-

ных целей, однако недостатки существующих криопротекторных агентов при-
водят к потере функциональности клеток, что может негативно сказаться на 
дальнейшем использовании сохраненного материала. Разработка эффектив-
ных криоконсервантов является актуальной задачей, требующей поиска низ-
котоксичных биосовместимых криоагентов. 

Материалы и методы. Исследование проведено на 30 добровольцах до-
норах в возрасте 18-23 лет, из числа которых были сформированы две группы. 
Объект исследования венозная кровь. Состав разработанного комбинирован-
ного криоконсерванта: глицерин, диметилсульфоксид, лактулоза, натрия аде-
нозинтрифосфат, изотонический раствор хлорида натрия. Проводили общий 
анализ крови и компьютерное цитоморфометрическое исследование. Стати-
стическая обработка данных осуществлялась с помощью пакета прикладных 
программ IBM SPSS Statistic 23.0.

Цель. Оценка сохранности форменных элементов клеток крови под за-
щитой разработанного комбинированного криоконсерванта при низкотемпе-
ратурной заморозке (–80 °С).
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Результаты. В ходе исследования в условиях сохранения образцов крови 
с применением комбинированного криоконсерванта после суточного замора-
живания при температуре –80°С процент сохранности форменных элементов 
клеток крови лейкоцитов, эритроцитов, тромбоцитов составил 52,5±2,51%, 
78,07±2,24%, 52,9±2,13% соответственно в сравнении с контрольными об-
разцами (p <0,05).

Заключение. Выявлена морфологическая и функциональная сохранность 
форменных элементов крови с использованием комбинированного криокон-
серванта при низкотемпературной заморозке (–80°С) в течении одних суток. 
Дальнейшие исследования в этой области будут способствовать повышению 
эффективности и безопасности криоконсервации, открывая новые возможно-
сти для медицины и биологии. 

Ключевые слова: комбинированный криоконсервант; лактулоза; формен-
ные элементы крови; эритроциты; лейкоциты; тромбоциты; низкотемператур-
ная заморозка
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Abstract
Background. Cryopreservation has found wide application for various purpos-

es but the disadvantages of existing cryoprotective agents lead to the loss of cell 
functionality, which can negatively affect the further use of preserved material. The 
development of effective cryopreservatives is an urgent task requiring the search 
for low-toxic biocompatible cryoagents. 
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Materials and methods. The study was carried out on 30 donor volunteers 
aged 18-23 years who were divided into 2 groups. The object of the study is venous 
blood. The combined cryopreservative consisted of: glycerin, dimethyl sulfoxide, 
lactulose, sodium adenosine triphosphate, isotonic sodium chloride solution. A gen-
eral blood test and a computer cytomorphometric study was performed. Statistical 
processing of the data was carried out using the application program package IBM 
SPSS Statistic 23.0.

Purpose. The aim is to evaluate the preservation of blood cells form elements 
under the protection of the developed combined cryopreservative at low-tempera-
ture freezing (–80 °C).

Results. In the course of the study under the conditions of blood samples pres-
ervation with the use of combined cryopreservative after daily freezing at –80°C 
the percentage of preservation of blood formations of leukocytes, erythrocytes, 
platelets was 52,5±2,51%, 78,07±2,24%, 52,9±2,13% respectively in comparison 
with control samples (p<0,05).

Conclusion. Morphologic and functional preservation of blood formed ele-
ments using combined cryopreservative at low-temperature freezing (–80°C) for 
one day was revealed. Further research in this field will contribute to the efficiency 
and safety of whole blood cryopreservation, opening new opportunities for medi-
cine and biology. 

Keywords: combined cryopreservative; lactulose; blood formations; erythro-
cytes; leukocytes; platelets; low-temperature freezing
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Введение 
Криоконсервация является жизненно важной технологией в биоло-

гии и медицине, позволяющей сохранять биологические материалы, та-
кие как клетки, ткани и органы, на длительный срок. Потеря функции 
в криоконсервированных клетках происходит после повреждений из-за 
осмотического шока, обезвоживания, механических повреждений в ре-
зультате перекристаллизации льда во время замораживания и оттаивания. 
Криоповреждения клеток можно уменьшить с помощью двух стратегий: 
использования криопротекторов и контролируемого охлаждения [20]. Од-
нако в криоконсервации есть недостатки, связанные в основном или с 
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низкой эффективностью криоконсервантов [16] или токсичностью неко-
торых компонентов [6; 14; 26]. Криоконсервация в жидком азоте требует 
специализированного оборудования и обученного персонала, что делает ее 
более сложной и дорогостоящей, чем хранение крови при более высоких 
температурах. В связи с этим ведется поиск эффективных и безопасных 
криоагентов. Ключевыми направлениями в данной области являются ра-
боты, направленные на включение в состав криопротекторов природных 
компонентов с антифризными свойствами для уменьшения токсического 
действия существующих криоагентов [21; 25]. 

В качестве альтернативных нетоксичных веществ для включения в со-
став криопротекторов используют углеводы и сахарные спирты [8; 19; 
30]. Хороший стабилизирующий эффект в составе криоконсервантов 
обеспечивают дисахариды сахароза и трегалоза [23; 27; 29], выполняю-
щие функции ингибитора роста кристаллов льда в ходе замораживания 
и перекристаллизации льда в процессе оттаивания [18], что повышает 
устойчивость к криобиозу [24]. В тоже время в литературе недостаточно 
экспериментальных данных о криопротекторных свойствах ряда углево-
дов, в частности дисахарида лактулозы. В ходе исследований лактулозы 
были получены данные, свидетельствующие о ее безопасности [13] и от-
мечены защитные свойства на микроорганизмы при их заморозке [22]. 

Образцы цельной крови предпочтительны для анализа, но к недо-
статкам работы со свежими образцами крови относятся необходимость 
немедленной обработки после забора крови и ограниченное количество 
повторных анализов, которые можно провести без дополнительного за-
бора крови, особенно при крупномасштабных исследованиях с участием 
большого количества пациентов [17]. Криоконсервация цельной крови ме-
нее распространена, чем криоконсервация отдельных компонентов крови, 
однако она востребована для выделения РНК [28], экстракции геномной 
ДНК для последующего генотипирования [10], при проведении генетиче-
ских исследований [9]. Описан метод полевой криоконсервации цельной 
крови из пальца [15]. 

Криоконсервация цельной крови представляет собой сложную задачу из-
за наличия различных типов клеток (эритроциты, лейкоциты, тромбоциты), 
имеющих свои особенности и чувствительность к замораживанию. В связи 
с этим, актуален анализ морфофункциональных параметров криоконсер-
вированной цельной крови в аспекте поиска не токсичных, эффективных и 
доступных криоагентов для длительного хранения биообъектов в широком 
диапазоне отрицательных температур. Ранее были представлены результаты 
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оценки морфофункциональных особенностей форменных элементов крови 
в комбинированном криоконсерванте с лактулозой после суточного хране-
ния замороженной крови при температурах –20 °С и –40 °С [1; 4; 5].

Цель исследования – оценка сохранности форменных элементов клеток 
крови под защитой разработанного комбинированного криоконсерванта 
при низкотемпературной заморозке (–80 °С).

Материалы и методы исследования
Исследование проведено с участием 30 здоровых женщин-доноров в 

возрасте 18‒23 лет. Контингент отобран на основании приоритетной груп-
пы населения, связанной с высокой частотой потери крови, особенно при 
родах. Исследование проводилось с разрешения этического комитета Се-
веро-Кавказского федерального университета (протокол № 002 от 11 июля 
2024 г.), все участники подписали добровольное информированное согла-
сие на участие в исследовании. Критериями включения в исследование 
было отсутствие у доноров хронических заболеваний в периоде обостре-
ния, вредных привычек, видимых признаков аллергического или инфек-
ционного заболевания. Пробы венозной крови объемом 15 мл отбирали 
однократно в утренние часы из локтевой вены в вакуумные пробирки с 
3-замещенной калиевой солью этилендиаминтетрауксусной кислоты (К3 
ЭДТА), каждый вакутейнер содержал 5 мл крови и 8 мг К3 ЭДТА. Из чис-
ла проб были рандомно сформированы контрольная и опытная группы 
по 15 образцов. 

В образцах контрольной группы исследовали характеристики и пара-
метры форменных элементов крови при температуре +20±1,0°С. В об-
разцы опытной группы вносили комбинированный криоконсервант при 
соотношении кровь/криоконсервант 2:1 по объему и выдерживали при 
комнатной температуре в течение 30 минут для обеспечения проникнове-
ния консерванта в клетки. Контейнер с образцом погружали в заполнен-
ную хладоносителем (96%-ный этиловый спирт) емкость, выдерживали в 
нем 30 мин и перемещали для замораживания и хранения в камеру элек-
троморозильника с температурой –80±1,0°С на одни сутки. Разморажи-
вание образцов проводили на водяной бане UТ-4334 («ULAB»; Россия) 
при температуре +37±1°С в течение 5 мин и исследовали характеристик 
и параметры форменных элементов крови. 

Состав разработанного комбинированного криоконсерванта имел сле-
дующие соотношения компонентов: глицерин (чда) – 20%, ДМСО (хч) – 
10%, лактулоза (торговая марка «Лактусан» по ТУ 9229-004-53757476–04) 
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– 10%, натрия аденозинтрифосфат – 30% и изотонический (0,9%) раствор 
хлорида натрия до 100 %. Предварительно были проведены исследования 
по оптимизации концентраций используемых компонентов.

Компьютерное цитоморфометрическое исследование выполняли на ап-
паратно-программном комплексе «МЕКОС-Ц2» («Медицинские компью-
терные системы»; Россия). При проведении общего анализа крови (ОАК) 
в лабораторных условиях использовали автоматический гематологический 
анализатор «Гемалайт 1270» (Dixion; Россия). 

Для обработки полученных результатов использовали программное 
обеспечение статистический пакет версии IBM SPSS Statistic 23.0 (IBM 
Corp., Armonk, NY; USA). Уровень статистической значимости межгруп-
повых различий при соответствии распределения значений показателя за-
кону нормального распределения оценивали с помощью параметрического 
t-критерия Стьюдента для несвязанных выборок, для показателей с ненор-
мальным распределением – при помощи непараметрического U-критерия 
Манна˗Уитни. Для показателей с нормальным распределением вычисляли 
среднее значение (М), ошибку среднего (m) и стандартное отклонение (δ). 
Межгрупповые различия считали статистически значимыми при р≤0,05.

Результаты исследования
Проводили анализ состояния лейкоцитарного звена в опытной и кон-

трольной группах (табл. 1). 

Таблица 1.
Лейкоцитарные показатели ОАК в группах исследований

Показатели ОАК Контрольная группа, +20 °С 
(n=15)

Опытная группа,
–80 °С (n=15)

Лейкоциты, ×109/л 5,78±0,12 3,92±0,35*
Лимфоциты, % 3,63±0,29 2,17±0,36*
Гранулоциты, % 3,25±0,78 2,85±0,39
Процент средних клеток, % 100 52,5±2,51*

Примечание: данные представлены в виде среднего значения и стандартной 
ошибки среднего значения (М±m);

*‒ статистически достоверное различие между контрольной и опытными груп-
пами (р<0,01)

При анализе лейкоцитарных показателей в опытной группе по сравне-
нию с контролем, отмечено статистически значимое снижение количества 
лейкоцитов, 5,78±0,12 ×109/л (р<0,01) против 3,92±0,35×109/л. Несмотря 
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на межгрупповые различия данный показатель находился в диапазоне фи-
зиологических референсных значений. Процент сохранности лейкоцитов 
в образцах крови с внесенным криоконсервантом при воздействии отри-
цательных температур (–80±1,0°С) составил 52,5±2,51%. 

Компьютерная морфометрия позволяет получить математические ха-
рактеристики клеточной популяции, а также дает возможность судить об 
активности внутриклеточных процессов. Для оценки функционального 
состояния клеток проводили анализ компьютерной цитоморфометрии лей-
коцитов в контрольной группе и опытной группах (табл. 2). 

Таблица 2.
Показатели различий компьютерной цитоморфометрии лейкоцитов                          

в группах исследований

Свойства объекта Контрольная группа, 
+20 °С (n=15)

Опытная группа,
–80 °С (n=15)

Площадь клетки, мкм2 58,92±0,57 56,52±2,42*
Формфактор клетки 18,1±0,36 17,22±0,75*
Индекс поляризации клетки 0,33±0,04 0,14±0,03*
Площадь ядра, мкм2 40,45±0,89 32,06±1,17*
Ядерно-клеточное отношение 0,96±0,02 0,46±0,02*

Примечание: данные представлены в виде среднего значения и стандартной 
ошибки среднего значения (М±m);

*‒ статистически достоверное различие между контрольной и опытными груп-
пами (р<0,01)

Анализ данных компьютерной цитоморфометрии лейкоцитов показал, 
что в группе с консервантом замороженных при –80±1,0°С данные имеют 
тенденцию к снижению по всем показателям, однако полученные значения 
укладываются в пределы допустимых изменений форменных элементов.

Проводили анализ эритроцитарных показателей в контрольной группе 
и опытной группах (табл. 3). 

Таблица 3.
Эритроцитарные показатели ОАК в группах исследований

Эритроцитарные показатели крови Контрольная груп-
па, +20 °С (n=15)

Опытная группа, 
–80 °С (n=15)

Эритроциты, ×1012/л 4,63±0,35 2,60±0,44*
Гемоглобин, г/л 125,40±16,27 111,27±14,95
Гематокрит, % 38,58±2,48 33,15±1,12*
Средний объем эритроцита, фл 81,67±4,87 78,35±3,64
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Среднее содержание гемоглобина в 
эритроцитах, пг 28,69±1,78 22,39±0,81*

Насыщение эритроцита гемоглоби-
ном, г/л 350,78±21,33 221,47±10,74*

Степень отклонения размера 
эритроцитов, % 15,09 ±1,37 12,11±1,78*

Сохранность, % 100 78,07 ±2,24*
Примечание: данные представлены в виде среднего значения и стандартной 

ошибки среднего значения (М±m);
*‒ статистически достоверное различие между контрольной и опытными груп-

пами (р<0,01)

При выполнении общего анализа крови были получены значения, сви-
детельствующие о изменении количественных и расчетных показателей, а 
именно, был достоверно снижен уровень общего гемоглобина крови как в 
опытной группе 111,27±14,95 г/л по отношению к группе контроля соответ-
ственно 125,40±16,27 г/л. Также отмечали снижение среднего содержания 
гемоглобина в эритроцитах в опытной группе в сравнении с контрольной. 
Данные показатели имеют тенденцию к снижению, однако консервант в 
условиях комнатной температуры не приводит к критически значимым из-
менениям компонентов крови. Снижение содержание гемоглобина в эритро-
цитах объясняется тем, что компоненты криоконсерванта обеспечивающие 
сохранность клеток, в частности эритроцитов, проникают внутрь клеток, 
что и приводит к снижению внутриклеточного гемоглобина, по тому же ме-
ханизму изменения соотношения внутриклеточных компонентов. Процент 
сохранности эритроцитов в образцах крови с внесенным криоконсервантом 
при воздействии отрицательных температур (–80±1,0°С) ‒ 78,07 ±2,24%. 

Таблица 4.
Показатели различий компьютерной цитоморфометрии эритроцитов                        

в группах исследований

Свойства объекта Контрольная группа, +20 °С 
(n=15)

Опытная группа,
–80 °С (n=15)

Площадь клетки, мкм2 52,06±2,97 36,09±3,44*
Средний диаметр, мкм 7,75±0,32 6,20±0,39*
Фактор формы 13,50±0,27 11,24±0,65*

Примечание: данные представлены в виде среднего значения и стандартной 
ошибки среднего значения (М±m);

*‒ статистически достоверное различие между контрольной и опытными груп-
пами (р<0,01)
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В ходе проведения компьютерной цитоморфометрии эритроцитов 
в опытной группе по сравнению с контрольной уменьшалась площадь 
клетки 36,09±3,44 мкм2 против 52,06±2,97 мкм2 в контроле. Значение 
среднего диаметра клетки так же имело тенденцию к уменьшению и со-
ставило 6,20±0,39 мкм в сравнении с группой контроля 7,75±0,32 мкм 
(табл. 4). 

При сравнительном анализе тромбоцитарных показателей достоверно 
снижалось количество тромбоцитов, так в опытной группе значение со-
ставило 163,80±13,71, против контрольных значений 241,10±36,38×109/л. 
Снижение количества клеток вероятнее всего обусловлено изменением 
объема исследуемой пробы на фоне внесения криоконсерванта (табл. 5). 

Таблица 5.
Тромбоцитарные показатели ОАК в группах исследований

Показатели ОАК Контрольная группа, 
+20 °С (n=15)

Опытная группа,
–80 °С (n=15)

Тромбоциты, ×109/л 241,10±36,38 163,80±13,71*
Средний объем тромбоцитов, фл 9,54±0,04 7,44±0,41*
Ширина распределения по объему, % 12,78±2,06 10,43±1,87*
Тромбокрит, % 0,18±0,02 0,15±0,02*
Коэффициент больших тромбоцитов, % 28,36±6,78 24,07±3,17
Сохранность, % 100 52,9±2,13*

Примечание: данные представлены в виде среднего значения и стандартной 
ошибки среднего значения (М±m);

*‒ статистически достоверное различие между контрольной и опытными груп-
пами (р<0,01)

Процент сохранности тромбоцитов в образцах крови с внесенным кри-
оконсервантом при воздействии температуры –80 °С составил 52,9±2,13%. 

Все исследуемые показатели находились в диапазоне допустимых фи-
зиологических значений, следовательно, наблюдали реакцию адаптации 
тромбоцитов на воздействие чужеродного компонента, в частности кри-
оконсерванта.

В ходе проведения компьютерной цитоморфометрии тромбоцитов в 
опытной группе отмечали изменение площади клеток 6,05±0,12 мкм2 по 
сравнению с контролем 7,25±0,31 мкм2. Несмотря на различия данный 
показатель отражает картину активности площади тромбоцитов с после-
дующей адаптацией после заморозки. Отмеченные изменения находились 
в диапазоне физиологических референсных значений (табл. 6). 
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Таблица 6.
Показатели компьютерной цитоморфометрии тромбоцитов                                          

в группах исследований

Свойства объекта Контрольная группа, +20 °С 
(n=15)

Опытная группа,
–80 °С (n=15)

Площадь, мкм2 7,25±0,31 6,05±0,12*
Средний диаметр, мкм 2,95±0,57 2,36±0,26*
Фактор формы 12,18±0,23 10,43±0,68*

Примечание: данные представлены в виде среднего значения и стандартной 
ошибки среднего значения (М±m);

*‒ статистически достоверное различие между контрольной и опытными груп-
пами (р<0,01)

Обсуждение
Традиционно, криоконсервация предполагает использование сверхниз-

ких температур (–196°C, жидкий азот) для достижения максимальной со-
хранности клеток. Однако, в последние годы растет интерес к изучению 
возможности использования низких температур (например, –80°C) для 
криоконсервации, что может снизить затраты на хранение. Использование 
одного криоагента часто не обеспечивает достаточной защиты клеток при 
замораживании. Поэтому большее внимание уделяется разработке комби-
нированных криоконсервантов, сочетающих в себе несколько веществ с 
различными механизмами действия. Это позволяет достичь синергетиче-
ского эффекта, обеспечивая более эффективную защиту клеток.

В работах Кирьяновой Г.Ю. и соавт. в качестве криоконсерванта рас-
твора «Криосин» процент сохранности эритроцитов при температуре 
–80°С составил – 31,1±3,09% [7]. В работах Ветошкина К.А. и соавт. при 
замораживании тромбоцитов под защитой криоконсерванта при темпера-
туре –80 °С их функциональная активность сохранялась в пределах 63,5–
88,8 % [2]. В работах Худякова А.Н. и соавторов через 1 сутки холодового 
анабиоза при –80°С c применением криопротекторных растворов после 
отогрева наблюдалась сохранность лейкоцитов 78,1±5,9% и 57,3±5,9% (от 
исходного уровня) [11]. В работах Широких И.Г. и соавт. при исследовании 
действия полисахаридных фракций на криоконсервированую венозную 
кровь человека было установлено снижение осмолярности крови человека 
от 281 до 149 мОсм/л, это обусловлено тем, что функциональные группы 
полисахаридов взаимодействовали с осмотически активными веществами 
плазмы крови и приводило к снижению осмолярности среды и ускорению 
кристаллизации воды [12]. 
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В ходе исследования в условиях сохранения образцов крови с приме-
нением разработанного криоконсерванта после суточного замораживания 
при температуре –80°С установлено, что процент сохранности форменных 
элементов клеток крови лейкоцитов, эритроцитов, тромбоцитов составил 
52,5±2,51%, 78,07±2,24%, 52,9±2,13% соответственно в сравнении с образ-
цами контроля. Таким образом, разработанный криоконсервант позволил 
более чем в половину от изначального значения сохранить количествен-
ный состав клеток крови. Результаты исследования нашли свое отражение 
в патенте на изобретение [3]. 

Заключение
Необходимость исследования криоконсервантов для цельной крови 

проявляется как в России, так и в мире, поскольку существует постоян-
ная потребность в безопасных и эффективных методах хранения крови 
для экстренных случаев и плановых операций. В условиях растущего 
спроса на донорскую кровь, разработка новых криоконсервантов может 
существенно повысить уровень медицинской помощи. Криоконсервация 
форменных элементов крови при низких температурах (–80°C) может 
упростить и удешевить процесс хранения компонентов крови. Данное 
исследование позволило оценить перспективы применения лактулозы в 
качестве компонента для криоконсервантов. Дальнейшие исследования 
в этой области будут способствовать повышению эффективности и безо-
пасности криоконсервации цельной крови, открывая новые возможности 
для медицины и биологии.
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