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Аннотация
Цель: экспериментальная оценка влияния некоторых наиболее распространенных 
криопротекторов на кристаллогенные свойства сыворотки крови мышей при внутри-
брюшинном введении.

Материалы и методы. Эксперимент выполнен на 40 половозрелых белых линейных 
мышах, разделенных на 4 равные по численности группы. Животные контрольной (пер-
вой) группы получали однократную внутрибрюшинную инъекцию физиологического 
раствора (0,5 мл агента/животное), животные второй—четвертой групп — 3 % раствор 
глицерина, диметилсульфоксид и тромбокриодмац (N, N-диметилацетамид) соответст-
венно в аналогичном количестве.

Результаты. Показано, что при однократном внутрибрюшинном введении распростра-
ненные криопротекторы (растворы глицерина, диметилсульфоксида и тромбокриодмац) 
оказывают системное влияние на организм мышей, проявляющееся в изменении кри-
сталлогенных свойств сыворотки крови. 3 % раствор глицерина, диметилсульфоксид 
и тромбокриодмац разнонаправленно влияют на кристаллогенные свойства сыворотки 
крови мышей, а наиболее физиологичное действие оказывает диметилсульфоксид.

Выводы. Проведенные исследования свидетельствуют о наличии у криопротекторов 
системного действия. Оно было верифицировано по сдвигам кристаллогенных свойств 
сыворотки крови мышей, которым внутрибрюшинно вводили данные криопротекторы.
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вие, кристаллогенные свойства, сыворотка крови
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Abstract
Aim. Experimental evaluation of the effect of some cryoprotectors on crystallogenic properties 
of mice blood serum at intraperitoneal administration. 

Material and methods. The experiment was performed on 40 adult white line mice divided into 
4 equal groups. Animals from the control (fi rst) group received a single intraperitoneal injection 
of saline (0.5 ml agent/animal), animals of the second-fourth groups — 3 % solution of glycerin, 
dimethyl sulphoxide and trombocryodmac (N, N-dimethylacetamide), respectively, in the same 
quantity. 

Results. It is shown that single intraperitoneal introduction of cryoprotectants (solutions of glyc-
erin, dimethyl sulphoxide and trombocryodmac) has a systemic effect on the mouse organism, 
which is manifested through the changes of crystallogenic properties of blood serum. 3% solu-
tion of glycerin, dimethyl sulphoxide and trombocryodmac have multidirectional infl uence on 
crystallogenic properties of mouse blood serum. The most pronounced physiological effect 
was established for dimethyl sulphoxide.

Conclusion. Our studies demonstrate the presence of systemic effects in cryopreservative 
substances. It was confi rmed by the changes of crystallogenic properties of mice blood serum 
under intraperitoneal administration of cryopreservatives.

Keywords: cryoprotectors, glycerin, dimethyl sulphoxide, systemic effect, crystallogenic prop-
erties, blood serum
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Введение
Максимально длительное сохранение крови 

как наиболее ценного биологического ресурса 
является одной из основных задач современной 
гематологии и трансфузиологии [1]. При этом 
наиболее значимым критерием адекватности 
консервации служит сохранность ее физиоло-
гических характеристик и физико-химических 
свойств [1–4]. Распространенным вариантом 
методики длительного хранения крови является 
ее нахождение в условиях низких (околонуле-
вых) и очень низких (–80 °С; –196 °С и др.) тем-
ператур, однако для обеспечения сохранности 
биообъекта при замораживании необходимо 
введение в него соединений с криопротектор-
ными свойствами [2, 3, 5]. В многочисленных 
отечественных и зарубежных исследованиях 
показано, что они оказывают неодинаковое дей-
ствие на параметры плазмы и форменные эле-
менты крови [2, 4, 6–8]. Это позволяет говорить 
о возможности индивидуализации подбора крио-
консервирующих агентов на основании предва-
рительного анализа биологической жидкости ре-
ципиента [2, 8].

С другой стороны, в профильной литературе 
остается абсолютно нераскрытым вопрос о на-
личии и характере системного влияния криопро-
текторов, попадающих с переливаемой кровью 
или ее компонентами в организм реципиента. 
В связи с этим целью данного исследования 
послужила экспериментальная оценка влияния 
некоторых наиболее распространенных крио-
протекторов на кристаллогенные свойства сыво-
ротки крови мышей при внутрибрюшинном вве-
дении.

Материалы и методы
Эксперименты выполнены на 40 половозрелых 

белых линейных мышах, разделенных на 4 рав-
ных по численности группы. Мыши всех групп по-
лучали однократные внутрибрюшинные инъекции 
(0,5 мл агента/животное). Животные контрольной 
(первой) группы получали инъекцию физиологи-
ческого раствора, животные второй—четвертой 
групп — 3 % раствор глицерина, диметилсуль-
фоксид и тромбокриодмац (N, N-диметилацета-

мид) соответственно. Структурные формулы со-
единений представлены на рисунке 1.

У животных основных групп забирали образ-
цы крови в процессе декапитации через 30 ми-
нут после проведения инъекции. Для получения 
сыворотки крови производили центрифугирова-
ние всех образцов при 1500 об./мин в течение 
15 мин. Затем сыворотку крови в объеме 100 мкл 
наносили на предметное стекло и приготавлива-
ли микропрепараты высушенной биологической 
жидкости в соответствии с методом кристалло-
скопии, позволяющим оценивать собственную 
кристаллогенную активность биосреды [8–11].

Высушенные микропрепараты оценивали мор-
фологически (путем описания особенностей 
структуризации высушенного образца биологи-
ческой жидкости) и визуаметрически (с примене-
нием собственной системы параметров) [9, 11]. 
Для кристаллоскопического теста основными ви-
зуаметрическими показателями, оцениваемыми 
в балльной шкале, служили кристаллизуемость 
(отражает количественную сторону кристалли-
зации — плотность кристаллических элементов 
в фации), индекс структурности (характеризует 
сложность структуропостроения), степень де-
струкции фации (представляет собой индикатор 
качественной стороны процесса — правильно-
сти образования структур) и выраженность крае-
вой зоны микропрепарата.

При критериальном анализе тезиграмм вме-
сто кристаллизуемости использовали тезигра-
фический индекс (указывает на направленность 
и выраженность инициирующего эффекта био-
логической жидкости в отношении базисного ве-
щества), а вместо индекса структурности — кри-
сталличность (аналогична первому по своему 
значению) с сохранением остальных критериев. 
В качестве базисного вещества в тезиграфиче-
ском тесте применяли 0,9 % раствор хлорида на-
трия.

Полученные данные были обработаны стати-
стически в программном пакете Statistica 10.0 
for Windows. Нормальность распределения зна-
чений параметров оценивали с использованием 
критерия Шапиро — Уилка. С учетом характера 
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Рис. 1. Структурные формулы изучаемых криоконсервантов.
Fig. 1. Structural formulas of the studied cryopreservatives.
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распределения признака для оценки статистиче-
ской значимости различий применяли Н-крите-
рий Краскела — Уоллеса.

Результаты и обсуждение
Уже на основании применения некритериаль-

ного (морфологического) подхода установлено, 
что все изучаемые соединения при внутрибрю-
шинном введении обладают способностью мо-
дифицировать кристаллогенные свойства сыво-
ротки крови мышей по сравнению с введением 
физиологического раствора (рис. 2). Следует 
подчеркнуть, что данная тенденция реализуется 
как в отношении собственной, так и иницииро-
ванной кристаллизации биосреды.

Оценка результатов кристаллоскопии проде-
монстрировала, что наиболее выраженное сме-
щение характера структуризации биологической 
жидкости животных, указывающее на сдвиги кри-
сталлостаза крови, имеет место при введении 
3 % раствора глицерина. В этом случае наблюда-
ли появление значительных признаков деструк-
ции фации с формированием многочисленных 
«растрескиваний» образца, распространяющих-
ся по всей площади последнего, и, следователь-
но, отдельностей неправильной формы.

Кроме того, в микропрепарате присутствовали 
единичные кристаллические элементы, также 
имевшие выраженные признаки разрушения. 
Несмотря на это, краевая зона фации была со-
поставима по диаметру с характерной для мы-
шей контрольной группы, получивших инъекцию 
физиологического раствора.

Более приближенной к физиологическому «пат-
терну» кристаллизации была морфоструктура 
образцов сыворотки крови мышей, которым вну-
трибрюшинно вводили тромбокриодмац (ТКД). 
В них обнаруживали правильное формирование 
отдельных зон, причем в краевой зоне отмеча-
ли образование «разломов» умеренной длины 
с относительно небольшой степенью хаотизации 
по направлению. Диаметр краевой зоны был со-
поставим с обнаруженным у животных контроль-
ной группы и мышей, получивших инъекцию 3 % 
раствора глицерина. Анализ морфологии цент-
ральной зоны микропрепаратов сыворотки крови 
мышей при внутрибрюшинном действии ТКД по-
зволил установить, что в этом случае имеет место 
формирование преимущественно одиночно-кри-
сталлических элементов с умеренной выражен-
ностью признаков деструкции.

Максимально оптимальное структуропостро-
ение фаций биологической жидкости регистри-
ровали у животных, которым системно вводили 
диметилсульфоксид (ДМСО).

При применении данного соединения 
в кристаллограммах сыворотки крови наблюда-
ли формирование равномерно распределенных 
«разломов» идентичной длины и направленно-
сти, умеренную тенденцию к активации кристал-
лизации в центральной зоне с минимальными 
признаками разрушения структурных элементов 
образца. Единственным выявленным в этом слу-
чае отклонением следует признать небольшое 
уменьшение размера краевой зоны.

Оценка характера сокристаллизации с базис-
ным веществом (изотонический раствор хлори-
да натрия) сыворотки крови мышей выделенных 
групп позволила в целом подтвердить тенден-
ции, указанные выше для кристаллоскопиче-
ского теста. В качестве дифференцирующей 
особенности в тезиграфии следует выделить ос-
новной морфотип, формирующий центральную 
зону микропрепарата. Так, если в фации мышей 
контрольной группы подавляющее большинство 
кристаллических структур — одиночные и мел-
кие дендритные элементы, то при введении 3 % 
раствора глицерина центральную зону полно-
стью покрывают структуры типа «хвощ» и «папо-
ротник» с низким уровнем деструкции, а при си-
стемном применении ТКД — единичные мелкие 
дендриты с относительно выраженными призна-
ками разрушения.

В отношении краевой зоны максимальную 
физиологичность по диаметру и особенностям 
строения демонстрирует введение ДМСО (до-
статочно широкая зона, содержащая регулярные 
разломы оптимальной глубины), тогда как при-
менение ТКД и особенно глицерина существен-
но нарушает эти закономерности. В частности, 
при использовании 3 % раствора глицерина на-
блюдали уменьшение размеров краевой зоны 
в сочетании с практически полным исчезновени-
ем разломов.

Согласно принятому алгоритму оценки ре-
зультатов собственной и инициированной кри-
сталлизации образцов сыворотки крови мышей 
на втором этапе исследования проводили их 
критериальное описание (рис. 3 и 4). Выявлено, 
что в кристаллоскопическом тесте все изученные 
соединения способствовали повышению индек-
са структурности и кристаллизуемости, но этот 
эффект существенно варьировал по выраженно-
сти (рис. 3). Наибольшим стимулирующим дей-
ствием на кристаллогенные свойства биосреды 
обладал 3 % раствор глицерина, что в первую 
очередь реализовывалось за счет существенного 
усложнения формируемых структурных элемен-
тов фации. Так, при внутрибрюшинном введении 
данного соединения наблюдали рост индекса 
структурности в 2,2 раза, тогда как при исполь-
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Кристаллоскопия Тезиграфия

Контроль 
(физиол. 
раствор)

3 % глицерин

ДМСО

ТКД

Рис. 2. Кристаллоскопическая картина сыворотки крови мышей после внутрибрюшинного введения 
криопротекторов (ДМСО — диметилсульфоксид, ТКД — тромбокриодмац).
Fig. 2. Crystalloscopic picture of the blood serum of mice after intraperitoneal administration of cryoprotectants 
(ДМСО — dimethyl sulphoxide, ТКД — trombocryodmac).
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Рис. 3. Результат параметрической оценки кристаллоскопических фаций сыворотки крови мышей по-
сле введения соединений-криопротекторов (Кр — кристаллизуемость, ИС — индекс структурности, 
СДФ — степень деструкции фации, Кз — выраженность краевой зоны фации, ФР — физиологический 
раствор, ДМСО — диметилсульфоксид, ТКД — тромбокриодмац).
Fig. 3. The result of a parametric assessment of the crystalloscopic facies of the blood serum of mice after admin-
istration of cryoprotectant compounds (Кр — crystallizability, ИС — structural index, СДФ — degree of degradation 
of facies, Кз — severity of the marginal zone of facies, Фр — physiological saline, ДМСО — dimethyl sulphoxide, 
ТКД — trombocryodmac).

Рис. 4. Результат параметрической оценки тезиграфических фаций сыворотки крови мышей по-
сле введения соединений-криопротекторов (ТИ — тезиграфический индекс, К — кристалличность, 
СДФ — степень деструкции фации, Кз — выраженность краевой зоны образца, ФР — физиологический 
раствор, ДМСО — диметилсульфоксид, ТКД — тромбокриодмац).
Fig. 4. The result of the parametric evaluation of tezigraphic facies of the blood serum of mice after the introduction 
of cryoprotectant compounds (ТИ — tezigraphic index, K — crystallinity, СДФ — degree of degradation of facies, 
Кз — severity of the marginal zone of the sample, Фр — physiological saline, ДМСО — dimethyl sulphoxide, ТКД — 
trombocryodmac).
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зовании ДМСО и ТКД — лишь в 1,6 и 1,7 раза со-
ответственно (p < 0,05 по сравнению с фациями 
животных контрольной группы). При этом подоб-
ная вариабельность в меньшей степени касает-
ся количественной стороны процесса: прирост 
кристаллизуемости отмечали практически иден-
тичным для всех изучаемых агентов. Интересно, 
что в условиях in vitro при добавлении в кровь 
спиртов, в частности глицерина, обнаруживается 
противоположное действие на кристаллогенные 
свойства биологической жидкости, проявляю-
щееся в угнетении последних [8, 11]. Подобная 
тенденция может быть обусловлена быстрой 
биотрансформацией глицерина в печени при его 
попадании в системный кровоток с образовани-
ем прокристаллогенных соединений. Следует 
подчеркнуть, что данный эффект не сопровожда-
ется негативными сдвигами физико-химического 
гомеостаза сыворотки крови, на что косвенно 
указывает снижение степени деструкции фации 
в образцах биосреды мышей данной группы 
(–15 %; p < 0,05 по отношению к животным контр-
ольной группы).

Аналогичная динамика наблюдается и при вну-
трибрюшинном введении ДМСО (снижение сте-
пени деструкции фации на 18 %; p < 0,05), что так-
же свидетельствует о стабилизирующем влиянии 
данного криопротектора на кристаллогенную 
активность биосреды. Напротив, применение 
ТКД, способствуя лишь умеренной активации 
кристаллогенеза, обуславливает существенное 
повышение степени деструкции фации (на 33 %; 
p < 0,05 по сравнению с животными, получивши-
ми инъекцию физиологического раствора). Это 
может указывать на формирование в организме 
при биотрансформации соединения токсичных 
метаболитов [12].

Оценка действия рассматриваемых криокон-
сервантов на белковый компонент биожидкости 
позволила установить, что все воздействия при-
водят к расширению краевой зоны микропре-
паратов, а в наибольшей степени — введение 
глицерина и ТКД. Лишь ДМСО сохраняет физио-
логическое соотношение «белки : минеральные 
соединения».

Указанные тенденции в целом реализуются 
и в результатах тезиграфического теста (рис. 4). 
Так, максимальным среди рассмотренных крио-
протекторов инициаторным потенциалом обла-
дает 3 % раствор глицерина, при действии ко-
торого сыворотка крови мышей обнаруживает 
инициаторные свойства, существенно превы-
шающие аналогичные у животных, получавших 
физиологический раствор. Напротив, введение 
ДМСО не сопровождается значимыми сдвигами 

инициаторного потенциала биологической жид-
кости, а внутрибрюшинная инъекция ТКД спо-
собствует снижению инициирующей активности 
биосреды вплоть до умеренного ингибирования. 
При этом по сложности формируемых элемен-
тов тезиграммы мышей, у которых использовали 
глицерин и ДМСО, практически не отличались 
от фаций животных контрольной группы. В то же 
время применение ТКД обеспечивает упроще-
ние структур образца сыворотки крови. В целом 
системное действие глицерина связано с актива-
цией кристаллизации физиологического раство-
ра, ДМСО — с сохранностью физиологического 
уровня инициирующих свойств, а ТКД — с их уг-
нетением.

Оценка степени деструкции фации свидетель-
ствует об ее умеренном снижении при введении 
глицерина и ДМСО (на 58 и 30 % относительно 
контрольной группы соответственно; p < 0,05 
для обоих случаев), а ТКД не оказывает значи-
мого влияния на данный параметр.

Характеризуя состояние краевой белковой 
зоны тезиграмм сыворотки крови мышей рассма-
триваемых групп, следует отметить, что ДМСО 
и ТКД не оказывают существенного влияния 
на нее, тогда как введение 3 % раствора глице-
рина способствует умеренному сужению крае-
вой зоны.

Заключение
1. Показано, что при однократном внутрибрю-

шинном введении распространенные криопро-
текторы (растворы глицерина, диметилсульфок-
сида и тромбокриодмац) оказывают системное 
влияние на организм мышей, проявляющееся 
в изменении кристаллогенных свойств сыворот-
ки крови.

2. 3 % раствор глицерина, ДМСО и ТКД разно-
направленно влияют на кристаллогенные свой-
ства сыворотки крови мышей, способствуя повы-
шению кристаллизуемости образцов биосреды 
в 2,2; 1,6 и 1,7 раза и индекса структурности 
на 75, 71 и 91 % соответственно.

3. Наиболее физиологичное действие на кри-
сталлогенные и инициирующие свойства сыво-
ротки крови при системном введении оказывает 
ДМСО.
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