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В работе рассмотрены физико-химические, биологические, токсико-фармакологические и криоза-
щитные свойства известных криопротекторов – пропиленгликоля, глицерина, диметилсульфоксида, диме-
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гидроксиэтилкрахмала и других, гемоконсервантов на их основе для компонентов крови и костного мозга. 
Освещены некоторые аспекты механизма действия криопротекторов и предъявляемые к ним требования. 
Описано применение криопротекторов в эксперименте и практике низкотемпературного консервирования 
эритроцитов, гемопоэтических стволовых клеток и тромбоцитных концентратов. Показан один из путей на-
правленного раннего (на доклиническом уровне) выявления in vitro и предупреждения посттрансфузионных 
реакций и осложнений на клеточном и организменном уровне с использованием методов биокристалломики. 
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Проблема сохранения в замороженном 
состоянии концентратов эритроцитов (КЭ), 
концентратов тромбоцитов (КТ), концентра-
тов лейкоцитов (КЛ), гемопоэтических ство-
ловых клеток (ГСК) – компонентов донор-
ской крови (КДК) и ядерных клеток костного 
мозга (ЯККМ) в течение срока, значительно 
превышающего продолжительность их фи-
зиологической жизни вне организма, остает-
ся одной из актуальных задач современного 
естествознания [6, 30, 60]. Основоположни-
ком криобиологии и учения о криопротек-
торах – защитных веществах, способных 
предотвращать развитие терминальных кри-
оповреждений в живых биосистемах на эта-
пах их низкотемпературного консервиро-
вания, является Н.А. Максимов [40, 96]. Он 
первоначально обнаружил криозащитное 
свойство у многоатомного спирта глицери-

на [75]. В 1916 г. Фрэнсис Рус и Д.Р. Турнер 
(Цит.по В.А. Белобородову [49]) впервые до-
казали возможность сохранения крови в те-
чение нескольких дней после донации при 
добавлении к ней глюкозо-цитратных кон-
сервирующих растворов. Первая трансфузия 
размороженных клеток крови с лечебной це-
лью была осуществлена Моллисоном и Сло-
витером в 1951 г. [106, 107]. 

В изучении вопросов адаптации клеточ-
ных суспензий к гипо- и анабиозу активно 
сотрудничают теоретики-экспериментато-
ры, химики, криофизиологи, криобиологи, 
криоинженеры, токсикологи, фармаколо-
ги, трансфузиологи и другие специалисты. 
В работах ученых показано, что криопро-
текторы уменьшают интенсивность адап-
тационного процесса, снижают уровень 
клеточного метаболизма, делающие клетки 
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менее восприимчивыми к криоповреждени-
ям [17, 30 – 32, 55].

Основная масса повреждений клеточ-
ных структур на этапах холодовой адап-
тации-замораживания-отогревания КДК 
и ЯККМ связана с эффектами, вызванными 
обезвоживанием, образованием вне- и вну-
триклеточных кристаллов льда, а также ток-
сичностью криопротекторов. К настоящему 
времени в качестве перспективных крио-
протекторов апробировано больше 120 ве-
ществ, принадлежащих к разным классам 
химических соединений. Это спирты (эти-
ленгликоль, α-пропиленгликоль, глицерин 
и др.), амиды (диметилацетамид, моче-
вина и др.), оксиды (диметилсульфоксид 
и др.), углеводы (глюкоза, сахароза и др.), 
искусственные полимеры (поливинилпир-
ролидон, оксиэтилированный крахмал, по-
лиэтиленгликоль, полиэтиленоксид и др.), 
неорганические соли (натрий хлорид и ка-
лий хлорид, кальций хлорид, натрий цитрат 
и натрий фосфат трехзамещенный, динатри-
евая соль ЭДТА и др. Приведенный список 
не исчерпывает ни классов химических со-
единений, в которых могут встретиться ве-
щества, обладающие криопротекторными 
свойствами, ни перечень криопротекторов 
в названных классах [17, 60]. 

В изучении известных и синтезе новых 
криопротекторов и криоконсервантов на их 
основе очень важен выбор рабочей класси-
фикации разрабатываемых химических сое-
динений. В историческом плане следует от-
метить J. Lovelock [92, 93], который одним 
из первых предложил различать криопро-
текторы по способности проникать через 
плазматическую мембрану клетки. Автор 
выделил эндоцеллюлярные криопротекто-
ры, проникающие в клетки (КПК), и экзо-
целлюлярные криопротекторы, непроника-
ющие в клетки (КНК). 

Н.С. Пушкарь и соавт. [55] добавили 
к двум названным третью группу – крио-
протекторы смешанного действия (КСД), 
проявляющих одновременно эффекты КПК 
и КНК. 

Н. Maryman [94] уточнил, что эффектом 
КПК из низкомолекулярных обладают: гли-
церин, диметилсульфоксид (ДМСО), диме-
тилацетамид (ДМАЦ), α-пропиленгликоль 
(1,2–ПД), этиленгликоль (ЭГ) и др., у ко-
торых молекулярная масса (м.м.) до 
101. Активными КНК являются вещества 
с м.м. выше 101: поливинилпирролидон 
(ПВП), гидроксиэтилкрахмал (ГЭК), полиэ-
тиленгликоль (ПЭГ) и углеводы. 

Эффективные КСД имеют 
м.м. 400 и выше. Это: полиэтиленоксид 
(ПЭО с м.м. 400), гексаметиленгидроксиэ-
тилмочевина (ГМБТОЭМ) с м.м. 378) [80, 

82], оксиэтилированный глицерин с м.м. до 
1400 [8, 9]. ПЭО-400 имеет в составе моно-
мерные фракции как эндо-, так и экзоцел-
люлярного действия. Причем, основная 
масса полимера не проникает через плазма-
тическую мембрану внутрь клетки [79].

В работах [17] подчеркнута зависимость 
сохранности клеток от скорости проник-
новения криопротектора внутрь биообъек-
та, молекулярной массы (чаще понижается 
с увеличением м.м.) и видовой принадлеж-
ности клеток.

Для систематизации имеющихся много-
компонентных хладоограждающих раство-
ров, а также создающихся новых криофи-
лактиков с реставрирующими добавками, 
Е.П. Сведенцов предложил оригинальную 
классификацию гемоконсервантов [60]. 
Эта классификация учитывает устоявши-
еся названия криопротекторов и их свой-
ства, которые были описаны и обоснованы 
Н.С. Пушкарь и соавт. [55], J. Lovelock [93], 
H. Meryman [94] и другими исследовате-
лями, но отличается по характеру состава, 
количеству и, особенно, выделенными IV 
классами криоконсервантов: 

I класс включает эндоцеллюлярные кри-
оконсерванты; по числу криопротекторов 
в составе криоконсерванта: монокриокон-
серванты – содержат по одному эндоцеллю-
лярному криопротектору и бикриоконсер-
ванты – содержат по два эндоцеллюлярных 
криопротектора;

II класс образуют экзоцеллюлярные кри-
оконсерванты; монокриоконсерванты – со-
держат по одному экзоцеллюлярному крио-
протектору; бикриоконсерванты – содержат 
по два экзоцеллюлярных криопротектора;

III класс образован криоконсервантами 
смешанного действия; монокриоконсерван-
ты – содержат по одному криопротектору 
смешанного действия; бикриоконсерван-
ты – содержат по два криопротектора сме-
шанного действия;

IV класс включает комбинированные 
криоконсерванты, в т.ч.: бикомбинирован-
ные криоконсерванты эндо- и экзоцеллю-
лярного действия – содержат два криопро-
тектора I и II классов; бикомбинированные 
криоконсерванты эндоцеллюлярного и сме-
шанного действия – содержат два криопро-
тектора I и III классов.

 Во всех классах криоконсервантов мо-
гут быть использованы одна-две и больше 
«улучшающих» добавок. 

Криопротекторы разной химической 
природы не имеют определенных границ 
по молекулярной массе и уровню токсич-
ности (табл. 1). Как показали исследования, 
высокая хладоограждающая активность 
обнаруживается как у низкомолекулярных 
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(этиленгликоля с м.м. 62; ДМСО с м.м.78,13; 
глицерина с м.м. 92,1), так и у высокомо-
лекулярных химических веществ (ГЭК 
с м.м. 250 000–500 000, ПЭГ с м.м. 1500). 

Токсичность криопротекторов характе-
ризуется показателями их общей токсич-
ности – токсичности на организменном 
уровне, и цитотоксичности – токсичности 
на клеточном уровне. Токсичность веществ 
оценивается среднелетальной дозой (ЛД50, 
г/кг), при введении которой погибает 50 % 
подопытных животных [19]. Значительной 
токсичностью обладают «сильные» эндо-
целлюлярные криопротекторы (КПК). В не-
сколько раз меньше токсичность у КСД. 
Очень слабую токсичность проявляют КНК. 
Практика показывает, что методические 
приемы определения общей и цитотоксич-
ности требуют совершенствования. В крио-
биологии принято сравнивать токсичность 
криопротекторов по выявленной ЛД50 у бе-
лых лабораторных мышей [19, 60]. В иссле-
дованиях А.М. Компаниец и соавт. [27] по-
казано, что токсичность КПК уменьшается 
с увеличением их молекулярной массы. 

Теряя свойства КПК, химические со-
единения переходят в класс КНК, Так, 
например, происходит с производными 
глицерина монометилглицерином и диме-
тилглицерином. 

А.А. Цуцаева и соавт. [97], а также 
[16, 60] считают, что все криопротекторы, 
за исключением ПЭО-400–500 и ГМБТО-
ЭМ-380, в зависимости от условий экс-
позиции в клеточной суспензии способны 
оказывать токсическое действие на орга-
низм и требуют удаления перед введением 
криоконсервированных клеток КДК в ор-
ганизм субъекта. Данная технология за-
тратна, а также снижает морфологическую 
и биологическую полноценность трансфу-
зионной среды.

Новым направлением в совершенство-
вании методов криоконсервирования КДК 
и ЯККМ стали исследования по пути соз-
дания многокомпонентных сред, в рецепты 
которых, наряду с криопротекторами, вво-
дятся «реставрирующие» добавки: углево-
ды, белки плазмы, биологически активные 
соединения, соли и другие вещества с це-
лью поддержания энергетического обмена 
в размороженных клетках, уменьшения ток-
сичности, других побочных воздействий [8, 
60, 75], а также содействию репаративным 
процессам в клеточной суспензии после за-
мораживания-отогревания. 

 Благодаря успехам, достигнутым в ис-
следовании механизмов криозащиты КДК 
и ЯККМ, получили развитие трансфузии 
размороженных аутологичных, сингенных 

Свойства криопротекторов с выраженным хладоограждающим действием  
на КДК и ЯККМ

Криопротектор М.м. ЛД50, г/кг Авторы Компонент кро-
ви или ЯККМ

Этиленгликоль (КПК) 62
Низкая на клеточном 
и выраженная на ор-
ганизменном уровне

Р. Bautron at al. 
[85] КЭ

Пропиленгликоль  
или 1,2–ПД (КПК) 76,1 13,1 В.М. Гучок [23] КЭ

Глицерин (КПК) 92,1 4,57±0,14 K.C. Anderson at 
al. [82] КЭ, ГСК

ДМСО (КПК) 78,13 3,8±0,1 M.J. Ashwood-
Smith [83]

КТ, КЛ
ГСК

ДМАЦ (КПК) 87 4,2(2,5–3,9) А.А. Цуцаева 
и соавт. [75]

КТ, КЛ, 
ГСК

Декстраны 40–60 тыс. А.М. Белоус и со-
авт. [8]

КЭ 
и др.

Гидроксиэтилкрахмал 
(ГЭК) 60–120 тыс. А.М. Белоус и со-

авт. [8]
КЭ, 

КЛ, ГСК
ПЭО-400 (КСД)

ПЭО-1500 400 12,5 В.М. Гучок [21, 
22, 23] 

ГСК
КЭ

Поливинилпирролидон 
(ПВП) 

Гемодез (КНК)

12–25 тыс. 

12 тыс.

M.D. Persidsky 
[102] Г.Т. Чернен-
ко [77] С.С. Лав-
рик [34–38], П.М. 

Перехристенко 
и соавт. [51]

КЭ, 
ГСК

ГМБТОЭМ (КСД) 378 15,5±0,6 Е.П. Сведенцов 
[58, 60]

ГСК,
КТ, КЛ
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и аллогенных ГСК, КЭ и КТ [56, 57, 60] 
с лечебной целью. Наряду с положительны-
ми результатами трансфузий криоконсерви-
рованных КДК и ЯККМ, описаны случаи 
токсичного воздействия такого вида гемо-
терапии на организм реципиентов [10]. На-
копленный научный и практический опыт 
по криоконсервированию КДК и ГСК пока-
зывает, что до настоящего времени остает-
ся открытым вопрос о поиске нетоксичного 
хладоограждающего вещества, не дающего 
опасных для здоровья реципиентов побоч-
ных эффектов [60, 75]. 

Вопрос о том, какими свойствами дол-
жен обладать эффективный криопротектор, 
до сих пор не имеет исчерпывающей оцен-
ки, хотя некоторые из этих свойств извест-
ны [17, 60]. В том числе:

– обладать способностью предупреж-
дать развитие летальных криоповреждений 
форменных элементов, обеспечивать их со-
хранность в жизнеспособном состоянии по-
сле замораживания-отогревания и биологи-
ческую полноценность;

– быть нетоксичным, не требующим от-
мывания от размороженных клеток; 

– хорошо растворяться в воде и стабили-
зировать молекулы воды;

– эффективно снижать количество вы-
мораживаемой воды, способствовать обра-
зованию мелких кристаллов и стеклованию 
вне- и внутриклеточной воды;

– не откладываться (накапливаться) 
в клетках, тканях и органах макроорганизма;

– быстро выводиться из организма;
– не вызывать разрушения клеточных 

мембран и органелл;
– не приводить к развитию побочных 

эффектов: сенсибилизации, аллергии, ги-
пертермии, не изменять функцию внутрен-
них органов, эндокринной системы и репро-
дуктивных органов;

– не должны иметь неприятного запаха, 
не вызывать рвоту, не приводить к диарее;

– участвовать в метаболических процес-
сах жизнеспособных клеток макроорганизма.

Вещество, обладающее перечисленны-
ми свойствами, можно либо искать среди 
уже существующих криопротекторов, либо 
синтезировать первоначально, зная физи-
ко-химические особенности известных ве-
ществ [75]. Успех в целевых исследованиях 
может быть связан с представленным в дан-
ной работе материалом.

раздел 1. Криопротекторы 
и криоконсерванты первого класса
Образуют сильные криоконсерванты 

на базе КПК. Применяются для заморажи-
вания КЭ, КЛ, КТ, ГСК периферической, 
пуповинной крови или ЯККМ. Одним  

из распространенных криопротекторов пер-
вого класса является глицерин.

1.1. Краткие общие сведения о глицерине
Глицерин – С3Н8О3 – трехатомный спирт, 

м.м. 92,10. Благодаря наличию ОН-групп, 
способен образовывать водородные связи 
с молекулами воды, растворяется в ней лю-
бых соотношениях. Глицерин растворяет 
соли и щелочи, мочевину, сахарозу и газы, 
а также растворяться в метиловом, этило-
вом и пропиловом спиртах. 

Его структурная формула 

2 2
| |
CH C

|
H C

OH

H

OH OH

− −

Он тропен к клеткам и тканям организ-
ма животных.Участвует в энергетическом 
обмене. Относится к веществам с выра-
женной токсичностью. Его ЛД50 составляет 
4,57±0,14 г/кг [82]. 

В качестве криопротектора использует-
ся глицерин (Glycerol) высшей степени (в/с) 
очистки или высшего сорта (ГОСТ 6259-
75) с относительной плотностью 1,248. Ут-
вержден Фармакологическим комитетом 
Минздрава и социального развития РФ 
для консервирования КДК и ЯККМ при 
температурах -10о÷-196оС. Криопротектор-
ная активность глицерина высокая на раз-
личных биологических объектах.

1.1.1. Моноэндоцеллюлярные 
криоконсерванты на основе глицерина
До настоящего времени криоконсерван-

ты этого класса остаются лучшими для КЭ 
[60]. Для быстрого замораживания КЭ при 
–196оС в жидком азоте разработан криокон-
сервант ЦНИИГПК 114, в котором концен-
трация глицерина составляет 30 %: Глице-
рин в/с, 300 мл; Маннит, 40 г; NaCl, 7 г или 
ЭДТА Na2 3 г; Na2HPO4•12H2O, 0,3 г; Вода 
бидистиллированная – до 1000 мл; рН 5,6–
6,2. Приготовленный раствор стерилизу-
ют автоклавированием при 1,2 атм 30 мин. 
В стеклянных флаконах на 250 мл – 45 мин. 
Стерильный препарат хранят при ком-
натной температуре в темном помещении  
до 2 месяцев. 

Криоконсервант добавляют к КЭ, по-
мешивая в течение 5–8 мин в соотношении 
1:1, суспензию оставляют при комнатной 
температуре на 15–20 мин для глицерини-
зации, затем переводят в криоконтейнер, 
герметизируют и погружают в жидкий азот 
на 2 мин [3, 19–21]. В жидком азоте хранят 
до 5 лет. Оттаивание суспензии производят 
в водяной ванне при +45оС в течение 26 сек 
при ритмичном покачивании биоконтейнера 
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в режиме 200 качаний в минуту. Последую-
щее отмывание глицерина от эритроцитов 
производят растворами хлорида натрия, 
маннита или сахарозы до нормотониче-
ской концентрации этих растворов. Затем 
эритроциты центрифугируют, осадок из 
красных кровяных телец ресуспендируют 
в плазмозамещающем растворе ЦОЛИПК 
№ 8-в, переводят в полимерные контейне-
ры «Гемакон 300» или «Компопласт 300», 
герметизируют, паспортизируют и транс-
портируют в клинику. Для криоконсервиро-
вания эритроконцентратов в жидком азоте 
разработаны растворы ЦНИИГПК 115–м 
и ЦНИИГПК5–с. Концентрация глицерина 
в них составляет 40 %. 

Состав криоконсерванта ЦНИИГПК 115–м: 
Глицерин в/с, 400 мл; Маннит, 40 г; NaCl, 
7 г; Na2HPO4•12H2O, 0,3 г; Вода бидистил-
лированная – до 1000 мл. 

Состав криоконсерванта ЦНИИГПК 
115–с: Глицерин в/с, 400 мл; Сахароза, 50 г; 
NaCl, 7 г; Na2HPO4•12H2O, 0,3 г; Вода биди-
стиллированная – до 1000 мл. 

 Криоконсерванты медленно добавля-
ют к КЭ в соотношении 1:1 при постоян-
ном помешивании эритроцитов, затем цен-
трифугируют при 1100 g 20 мин при +4оС, 
удаляют надосадочную жидкость, осадок 
перемешивают, переводят в криоконтейнер, 
герметизируют и замораживают в жидком 
азоте в течение 2–2,5 мин. Срок максималь-
ного хранения эритроцитов в заморожен-
ном виде составляет 5 лет, после чего КДК 
размораживают, взвешивают в растворе ЦО-
ЛИПК № 8-в по стандартной технологии, 
переводят в полимерные контейнеры «Ге-
макон 300» или «Компопласт 300», гермети-
зируют, паспортизируют и транспортируют 
в клинику. 

Американской ассоциацией банков кро-
ви (ааBB) для консервирования КЭ замора-
живанием применяется глицерин в низкой 
(около 20 %) или (в большинстве банков 
США) и высокой (около 40 %) конечной 
концентрации [61]. Технология с низкой 
концентрацией глицерина позволяет ис-
пользовать биохранилища с жидким азотом 
(–196оС), а с высокой конечной концентра-
цией криопротектора – электроморозиль-
ники на –80оС. Отмечен опыт успешного 
переливания размороженных эритроцитов, 
хранившихся 21 год при –196оС [98]. 

Для медленного замораживания КЭ 
с глицерином в воздушной камере элек-
трического морозильников с температурой  
–60о ÷ –0оС Г.С. Воробьевой и Виноград-
Финкель Ф.Р. [Цит. по Е.П. Сведенцову 
[60] разработан криозащитный раствор, 
в состав которого входят: Глицерин в/c, 
570 мл; Маннит, 20 г; Натрия хлорид, 4 г; 

Na2HPO4•12H2O, 0,8 г; Вода для инъек-
ций – до 1000 мл. Конечная концентрация 
глицерина в суспензии эритроцитов состав-
ляет 40 %. Вся технология криоконсерви-
рования и деглицеринизации эритроцитов 
растворами с понижающей концентрацией 
проводится в одном контейнере «Гемакон 
500». КДК хранят полноценным при –80оС 
до 4 лет.

Высокая концентрация глицерина до-
пускает глицеринизацию эритроцитов до 
4 часов. Медленное замораживание клеток 
в электроморозильнике до –80оС допускает 
их длительное хранение при –65оС и после-
дующее отмывание от протектора. 

Для замораживания КЭ при –25о÷–38оС 
В.Н. Мельниковой и соавт. [45, 46] разрабо-
тан метод криоконсервирования КЭ под за-
щитой ЦНИИГПК 115–м или ЦНИИГПК 115–с, 
Названные криоконсерванты смешивают 
с КЭ 1:1. Конечная концентрация глицерина 
составляет 20 %. Используют электроморо-
зильники на –25оС и –38оС, которые обеспе-
чивают сохранность КДК, соответственно, 
от 5 до 12 мес. Перед трансфузией размо-
роженные клеточные суспензии отмывают 
в 3 растворах хлорида натрия в убывающей 
концентрации 3,2; 2,0 и 0,9 %.

Для замораживания и хранения эри-
троцитов с глицерином в электрическом 
морозильнике при -30оС применяют крио-
консерванты ЦНИИГПК 115–55 и ЦНИИГПК 
11с-5 (Цит. по Е.П.Сведенцову [60]).

Состав ЦНИИГПК 115–55: Глицерин в/с, 
550 мл; Маннит, 40 г или Сахароза, 50 мл; 
Натрия хлорид, 7 г; Натрия фосфат двуза-
мещенный, 0,3 г; Вода для инъекций – до 
1000 мл; рН раствора 5,8–6,3 (с сахарозой). 

Состав ЦНИИГПК 11с-5: Глицерин в/с, 
400 мл; Маннит, 40 г или Сахароза, 50 мл; 
Натрия хлорид, 7 г; Натрия фосфат двуза-
мещенный, 0,3 г; Вода для инъекций – до 
1000 мл; рН раствора 6,0–6,75 (с Маннитом).

Отмеченные криоконсерванты смеши-
вают в течение 10 мин с КЭ в пластиковом 
контейнере 1:1 или 1,6:1 и выдерживают 
при комнатной температуре в течение 15–
20 мин. Конечная концентрация глицерина 
в суспензии составляет 24,6 % и 27 %, соот-
ветственно. Размораживают в водяной ван-
не при температуре +38о÷ +40оС в течение 
10 мин. Деглицеринизацию осуществляют 
при трехкратном серийном центрифугиро-
вании суспензии с применением понижа-
ющих концентраций солевых растворов до 
нормотонии. Отмытые эритроциты взвеши-
вают в растворе ЦОЛИПК № 8-в.

К настоящему времени созданы высоко-
эффективные «закрытые» автоматические 
технологии криоконсервирования и дегли-
церинизации эритроцитов, позволяющие 
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сохранять в жизнеспособном состоянии  
до 99 % красных кровяных телец.

 1.1.2. Криоконсерванты на основе 
глицерина для замораживания ГСК 

 Впервые низкотемпературное консер-
вирование суспензии ЯККМ под защитой 
глицерина осуществили Barness D.W., Loutit 
I.F. в 1955 году, применив двухэтапное замо-
раживание (1 этап – до –15оС со скоростью 
1оС/мин; 2 этап – до –70оС со скоростью 
10оС/мин). Замороженные таким образом 
суспензии после отогрева и трансплантации 
смертельно облученным животным дали 
хорошие клинические результаты (Цит. 
по Е.П. Сведенцову [60]). 

В нашей стране глицерин является раз-
решенным к применению криопротекто-
ром для ЯККМ. В сообщениях Федотенко-
ва А.Г. и соавт. [68, 69] отмечается, что при 
криоконсервировании костного мозга в рас-
творе ЦОЛИПК-1 с добавлением 20 % рас-
твора глицерина и катионной сыворотки со-
храняется до 85 % жизнеспособных клеток. 
Двухэтапное замораживание ГСК является 
наиболее щадящим режимом их низкотем-
пературного консервирования. Авторы со-
общают о высокой лечебной эффективно-
сти миелоидной ткани, консервированной 
с 15 % раствором глицерина у смертельно 
облученных собак. 

Pegg D.E. [101], подводя итоги соб-
ственных исследований и обобщая данные 
литературы, делает вывод о сравнимой кли-
нической эффективности трансплантаций 
свежезаготовленного (нативного) и крио-
консервированного под защитой глицерина 
костного мозга. Автор рекомендует двух-
этапные режимы замораживания, хранение 
костного мозга при –196оС и медленное ото-
гревание миелоидной ткани.

Холодный А.Я. и соавт. [73, 74] исполь-
зовали трансфузии посмертного костного 
мозга, криоконсервированного под защитой 
15 % раствора глицерина, для купирования 
гипоплазии кроветворения после химиоте-
рапии у больных раком шейки матки. От-
таянный костный мозг содержал 45–90 % 
жизнеспособных клеток и оказывал поло-
жительный клинический эффект.

Глицерин, обладая высокой осмолярно-
стью и низкой скоростью диффузии через 
цитоплазматическую мембрану, способен 
вызывать осмотический гемолиз клеток 
в момент введения их в сосудистое русло 
реципиента. Поэтому перед трансфузией 
требуется предварительно удалять криопро-
тектор из костномозговой суспензии [70]. 
Вынужденная процедура приводит к сниже-
нию жизнеспособности и потере значитель-
ного количества ядерных клеток. 

А.Г. Федотенков и соавт. [69] для замо-
раживания ЯККМ (ГСК) предложили кри-
оконсервант на основе 15 % глицерина. Его 
состав: Глицерин в/с, 30 мл; Надосадочная 
жидкость, 50 мл; Сыворотка АВ (ΙV) груп-
пы крови, 20 мл.

Миелоэксфузат стабилизируют на кон-
сервирующем растворе ЦОЛИПК № 3 с 10 % 
раствором желатина в соотношении 1:3–
1:4 (с учетом свертываемости биосреды). 
Под влиянием желатина в течение 30 мин 
происходит четкое разделение биосреды 
на два слоя. Надосадочный слой, обогащен-
ный ЯККМ и ГСК, переводят в отдельный 
флакон, центрифугируют 15 мин со скоро-
стью 1200 об/мин при +5оС. Затем отделя-
ют надосадок, обедненный ЯККМ и ГСК, 
для ретрансфузии пациенту. Оставшуюся 
во флаконе 100 мл биосреду, обогащенную 
ЯККМ и ГСК, тщательно ресуспендиру-
ют, после чего к ней медленно добавляют 
криоконсервант в соотношении 1:1. Приго-
товленную миеловзвесь с 15 % глицерином 
выдерживают при комнатной температуре 
30 мин (для глицеринизации ЯККМ), за-
тем разливают в пластикатные криопакеты, 
герметизируют и переносят в электромо-
розильник на –20оС на 25 мин до момента 
кристаллизации (–9оС). Затем биоконтейнер 
переносят в электроморозильник на –70оС. 
Срок хранения ЯККМ и ГСК в этих услови-
ях ограничен 2 мес. После размораживания 
суспензии в водяной ванне при +39о÷ +40оС 
насчитывается 76–92 % эозинорезистент-
ных ядерных клеток. Перед переливанием 
реципиенту клетки отмывают от глицери-
на растворами с понижающимися концен-
трациями глюкозы или сахарозы. Конечная 
концентрация глицерина в суспензии ЯККМ 
составляет 3,3 %. Морфологическая сохран-
ность и пролиферативная активность ГСК 
наиболее высоки через 10–15 мин после 
отогревания и деглицеринизации клеточной 
суспензии. 

1.2. Моноэндоцеллюлярный 
криоконсервант «Пропандиосахароль» 

на основе пропиленгликоля 
для замораживания эритроцитов  

при –196оС
1.2.1. Краткие общие сведения 

о пропиленгликоле (1,2 ПД)
Пропиленгликоль – С3Н8О2 – двухатом-

ный спирт алифатического ряда, м.м. 76,1, 
смешивается с водой в любых пропорци-
ях, его эндоосмос в эритроциты проходит 
быстрее, чем у глицерина. Функциональ-
ные группы – «ОН» и «СН». ЛД50 1,2 ПД 
для кроликов составляет 13,1 г/кг массы, 
для крыс – 6 мл/кг. 1,2–ПД вызывает изме-
нения на цитоплазматическом уровне [23].
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Его структурная формула

3 2 CH —CH—CH
| |

OH OH  
Обладает криопротекторными свойства-

ми в отношении различных клеток живот-
ных на более высоком уровне, чем глицерин 
и диметилсульфоксид [13, 14]. 

Состав криоконсерванта «Пропанди-
осахароль»: Пропиленгликоль (1,2–ПД), 
370 мл; Сахароза, 32 г; Натрия хлорид, 6 г; 
Вода для инъекций – до 1000 мл; рН 5,5–7,5.

Выделенные эритроциты одномомент-
но смешивают с «Пропандиосахаролем» 
1:1, центрифугируют, удаляют надосадоч-
ную жидкость, осадок – эритроцитную мас-
су помещают в криопакет, замораживают 
со скоростью 12–14оС/мин до температуры 
хранения –196оС. После размораживания су-
спензии гемолиз клеток не превышает 2–3 %. 
Пропиленгликоль от эритроцитов однократ-
но отмывают 3 % раствором сахарозы. Его 
остаточное количество в среде составляет 
0,3–0,5 %. Размороженные эритроциты хра-
нят перед трансфузией в ресуспендирующем 
растворе ЦНИИГПК № 8–в не более 24 ч. 
Апробация клинического применения эри-
троцитов, криоконсервированных с «Про-
пандиосахаролем», в Военномедицинской 
академии им. С.М.Кирова, ФГБУН КНИИ-
ГиПК ФМБА России и Харьковской ОСПК 
выявила высокую физиологическую полно-
ценность трансфузионной среды и эффек-
тивность избранной криотехнологии.

1.3. Моноэндоцеллюлярные 
криоконсерванты на основе 

диметилацетамида
 1.3.1. Краткие общие сведения  

о N, N-диметилацетамиде (ДМАЦ)
N, N-диметилацетамид (ДМАЦ) – хи-

мическая формула CH3C(O)N(CH3)2, м.м.- 
73,10 [15]. Разрешен для клинического 
применения. Токсичность ДМАЦ изучена 
на различных животных: ЛД50 для мышей 
составляет 4,2 г/кг (по другим данным 
2,58–3,90 г/кг), для крыс – 3,56 г/кг (Цит. 
по А.А. Цуцаевой [25]. Обладает высокой 
криозащитной активностью в отношении 
КТ, КЛ и других клеток [27, 39, 64]. 

Его структурная формула

3

3

3CH —C —N—C
|| |
O CH

H

 
На основе ДМАЦ разработан гемокон-

сервант «Тромбокриодмац» (ТКД) для за-

мораживания тромбоцитов и метод длитель-
ного хранения КТ при О CН3 –196оС [3, 5].

Состав «Тромбокриодмац»: N, N-ди-
метилацетамид (ДМАЦ), 50 мл; Глюко-
за, 50 г; Вода для инъекций – до 1000 мл.  
рН 4,0–5,5.

Приготовленный гемоконсервант сте-
рилизуют при 1,2 атм 30 мин. Хранят при 
комнатной температуре в закрытом от света 
месте в течение 2 лет. Замораживание КТ 
по линейной программе проводят со ско-
ростью 3оС/мин до –60оС, далее переносят 
в жидкий азот (–196оС). После отогревания 
при +38оС по тестам in vitro сохраняется бо-
лее 80 % кровяных пластинок, из которых 
50 % имеют биологическую полноценность.

В 1985 г. разработан метод криоконсер-
вирования КТ с раствором «Тромбокриод-
мац» (ТКД) при низких (–80оС) температу-
рах в пластикатных контейнерах «Гемакон 
300» или «Компопласт 300» в режиме бы-
строго двухступенчатого замораживания 
с использованием электрических морозиль-
ников на –30оС и –80оС. Первоначально кон-
тейнеры с КТ помещают в морозильную ка-
меру с этиловым спиртом, охлажденным до 
–30оС. На втором этапе, после достижения 
КТ температуры -29о÷30оС, биообъект пере-
носят в хранилище на –80оС. Срок хранения 
12 мес. Эффективность криоконсервирова-
ния КТ предложенным методом была под-
тверждена К.В. Кузнецовым и соавт. [33].

В ВМА им. С.М. Кирова Р.В. Тюриным 
[87] на основе ДМАЦ разработан криокон-
сервант для замораживания ЯККМ (ГСК) 
при –196оС. 

Состав криконсерванта: N, N-диме-
тилацетамид (ДМАЦ), 24 мл; Глюкоза, 40 г; 
Трилон Б, 0,4 г; Вода для инъекций – до 
1000 мл. 

Перед началом криоконсервирования 
консервант разводят аутологичной плазмой 
1:3. При использовании аллогенного кост-
ного мозга консервант разводят 1:3 сыворот-
кой АВ(IV) группы. Затем его смешивают 
1:1 с концентратом ЯККМ. Конечная концен-
трация ДМАЦ составляет 3 %. Время экс-
позиции – не более 15 мин. Замораживают 
по программе: на первом этапе – 1оС/мин до 
начала кристаллизации, на втором – 5о–10оС/
мин до –150оС, затем переносят в хранилище 
с жидким азотом (–196оС) на срок до 1,5 мес. 
В размороженных ЯККМ сохраняется до 
90 % колониеобразующих единиц грануло-
моноцитопоэза (КОЕ-ГМ). ДМАЦ химиче-
ски стоек, малотоксичен и лишен свойствен-
ного ДМСО неприятного запаха. 

В ГНЦ РАМН [86] в 1977 году разра-
ботан криоконсервант на основе ДМАЦ 
для замораживания лейкоцитов – «Лейко-
криодмац» [2, 4, 25].
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Состав гемоконсерванта «Лейкокриодмац»: 
N, N-диметилацетамид (ДМАЦ), 200 мл; Глю-
коза, 20 г; Динатриевая соль ЭДТА, 4 г; Вода 
для инъекций – до 1000 мл. рН 4,5–5,5. 

Стерилизуют автоклавированием при 
1,2 атм 30 мин. Хранят в течение 2 лет. 
Смешивают с суспензией гранулоцитов 1:3, 
переводят в 100 мл пластикатные контейне-
ры, замораживают со скоростью 3оС/мин до 
–196оС. Срок хранения в жидком азоте не 
более 2 лет. Размораживают на водяной ван-
не при +39оС до температуры биопродукта 
0о÷+2оС. В нем сохраняются жизнеспособ-
ными до 78 % ядерных клеток. 

1.4. Моноэндоцеллюлярные 
криоконсерванты на основе 
диметилсульфоксида (ДМСО)
 1.4.1. Краткие общие сведения 

о диметилсульфоксиде
Диметилсульфоксид (ДМСО или 

Me2S0) – С2Н6SO; является органическим 
веществом, Его структурная формула

3 3CH — S— CH
||
O

Относится к классу оксидов, его м.м.– 
78,13. ДМСО хорошо проникает в клетки, 
реорганизует структуру образующегося 
льда – происходит его мелкоячеистая кри-
сталлизация, близкая по своей природе 
к аморфной [1, 28, 50, 72, 95, 108]. Силы 
взаимодействия между молекулами ДМСО 
и воды в 1,5 раза больше, чем между мо-
лекулами воды [55]. Установлено [24], что 
в системах, содержащих ДМСО, в отличие 
от систем с криопротекторами из класса 
полиолов, происходит кристаллизация эв-
тектических составов. Это явление, наряду 
с девитрификацией, представляет собой до-
полнительный криоповреждающий фактор. 
ДМСО обладает высокой способностью 
вступать в реакции с солями и оксидами 
фосфата, серы, формировать связи с глице-
рином, сахарозой, мочевиной, стеариновой 
кислотой и другими органическими соеди-
нениями. Известны противоишемическое 
и антиоксидантное свойства ДМСО [76]. 

Впервые ДМСО в качестве криопротек-
торного средства предложили J. Lovelock 
и M. Bishop [93]. ДМСО был успешно ис-
пытан в клинике при криоконсервировании 
(–196оС) эритроцитов C.E.Huggins [100] 
и лейкоцитов A. Rowe и E. Cohen [105].

ДМСО является токсичным веществом 
[83, 89, 104] и обуславливает необходимость 
его отмывания после размораживания клеточ-
ной суспензии, что существенно усложняет 
процедуру получения качественных деконсер-

вированных клеток и приводит к потере части 
клеток в процессе отмывания. По данным 
Е.Е. Rosenbaum [104], токсичность ДМСО 
на организменном уровне имеет видовую за-
висимость. ЛД50 при внутривенном введении 
для кроликов, обезьян, лабораторных мы-
шей и собак составляет соответственно: 19,2; 
11,0; 3,8 и 2,5 г/кг веса. В последнее время 
для уменьшения токсичности ДМСО приме-
няют более совершенные методы очистки ве-
щества, а также используют в рецептах гемо-
консервантов широкий спектр улучшающих 
«реставрирующих» добавок. Из последних 
методов стали использовать растворы дек-
строзы, полиглюкина, ГЭК или ГМБТОЭМ.

Для консервирования КТ при –196°С 
ДМСО применяют в концентрации 5–11 % 
[88]. При этом сохранность клеток составля-
ет 30÷80 %. Несмотря на то, что для сниже-
ния токсичности в раствор ДМСО вводилась 
гомологичная сыворотка, после заморажива-
ния-отогревания КТ находили снижение ад-
гезивных свойств клеток, а у части кровяных 
пластинок – разрушения лизосом [99]. При 
переливании размороженных тромбоцитов, 
подвергнутых двукратному отмыванию, 
у 33 % реципиентов наблюдали озноб и лихо-
радку. Неприятным свойством ДМСО являет-
ся нестойкость этого соединения при хране-
нии. ДМСО достаточно быстро распадается 
при комнатной температуре с образованием 
токсического вещества с резким неприятным 
запахом диметилсульфида (СН2)2S [71].

Для консервирования КЛ при –196°С 
ДМСО применяется в концентрации 
6–15 %, при этом лимфоциты переносят за-
мораживание вполне удовлетворительно 
[105], а в ядрах и мембранах гранулоци-
тов исследователи обнаруживают сильные 
повреждения [87]. Применяется ДМСО и 
для криоконсервирования ЯККМ, ГСК пе-
риферической и кордовой крови [91]. В об-
зоре работ, представленных в монографии 
[54], отмечено, что растворы ДМСО с при-
менением разных составов гемоконсерванта 
в 5–20 % конечных концентрациях и разных 
программ замораживания-отогревания кле-
ток обеспечивали сохранность до 80–90 % 
жизнеспособных миелокариоцитов. 

Ш.М. Багаутдинов [7] провел исследова-
ния по эффективности замораживания ауто-
логичного костного мозга с 10 % раствором 
ДМСО, который не подвергался высокой 
степени очистки. После 1,5 мес хранения 
ЯККМ в жидком азоте и отогревания про-
лиферативная активность клеток снижалась 
на 54 % от исходного уровня. Автор объ-
ясняет полученные им результаты высокой 
цитотоксичностью ДМСО. 

Конец ХХ и начало ХХI столетий озна-
меновались активным совершенствованием 
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методов получения и криоконсервирования 
ГСК. В 2003 г., согласно приказа Минздрава 
РФ № 325 «О развитии клеточных техноло-
гий», начали применять для клинических 
целей высокоочищенный ДМСО в криокон-
серванте следующего состава: Высокоочи-
щенный ДМСО 10 %, 30 мл; Полиглюкин 
(м.м.– 60 000), до 300 мл. рН 4,5–6,5.

Раствор готовят непосредственно перед 
замораживанием ГСК. При соприкоснове-
нии с воздухом ДМСО окисляется и авто-
клавированию не подлежит: распадается 
на соединения, усиливающие токсичность 
химического вещества. Раствор ДМСО до-
бавляют к полиглюкину (не наоборот!), до-
водя концентрацию ДМСО до 10 %, и ставят 
на хранение при +4оС. Затем 10 % раствор 
ДМСО добавляют в клеточную взвесь 
1:1 без образования пены, после чего пере-
водят в криопакет, герметизируют и за-
мораживают по двухэтапной программе: 
на первом этапе со скоростью 1оС/мин до 
–13оС, на втором – 10оС/мин до –80оС или 
–196оС. Продолжительность хранения ГСК 
при -80оС составляет 2 года, при –196оС – до 
5 лет. Замороженные ГСК с ДМСО требуют 
быстрого отогревания в водяной ванне при 
+39о÷41оС и последующего незамедлитель-
ного переливания пациенту. Такая методика 
обеспечивает сохранение биологических 
свойств более, чем у 80 % миелокариоцитов.

Отмывание ДМСО от размороженных 
клеточных суспензий ведет к потере их ча-
сти и снижает жизнеспособность последних 
на 30–40 %. По названной причине многие 
специалисты не применяют отмывание раз-
мороженных ядерных клеток от ДМСО. 
В таких случаях резко увеличиваются риски 
посттрансфузионных реакций у реципиен-
тов. Определено, что на каждые 70 трансфу-
зий неотмытых от ДМСО клеточных суспен-
зий развивается одно осложнение, связанное 
с токсичностью известного криоконсерван-
та. В том числе: генерализованные судороги, 
энцефалопатия, спазмы сосудов, рвота, дыха-
тельная недостаточность, неприятный запах 
выдыхаемого воздуха у реципиента и редко – 
коматозное состояние [10].

1.5. Биэндоцеллюлярные 
криоконсерванты

 1.5.1. Биэндоцеллюлярный 
криоконсервант на основе пропиленгликоля 
и диметилацетамида для замораживания 

эритроцитов при –80оС и –140оС
Авторами способа замораживания КЭ 

под защитой криоконсерванта на основе 
пропиленгликоля и диметилацетамида явля-
ются В.В.Вельяминов [12] и Ш.М. Багаутди-
нов [7]. Состав биокриоконсерванта включа-
ет: α-Пропиленгликоль (ВФС–42–1594–86), 

370 г; ДМАЦ (N,N-диметиацетамид) 
х.ч. (ТУ 6–09–537–73, ГОСТ 3885–73, 100 г; 
Сахароза, чда, (ГОСТ 8833–75), 32 г; На-
трия хлорид, чда, (ГФХ, с.428,442), 6 г; 
Вода для инъекций (ГФХ, с.74) до 1000 мл.

КЭ из крови 1–2 суточного хранения 
при +4оС смешивают 1:1 с бикриоконсер-
вантом в «Гемаконе 500» при +20оС÷+25оС. 
При этом конечная концентрация пропилен-
гликоля составляет 18,5 %, диметилацета-
мида – 5 %. Полученную суспензию пере-
водят в два контейнера «Компопласт 300», 
закладывают в холдеры и помещают либо 
в электрический морозильник на –80оС, 
либо в пары жидкого азота на 35–40 мин, 
после чего замороженные клетки переносят 
в электроморозильник-хранилище на –80оС. 
Размораживание эритроцитов проводят 
в водяной ванне при +42о÷45оС в тече-
ние 2–3 мин, отмывают общепринятым 
способом с использованием стандартных 
растворов с пониженной концентрацией 
ингредиентов и ресуспендируют в раство-
ре ЦНИИГПК № 8-в. После разморажи-
вания количество эритроцитов составляет 
(3,95±0,04)∙1012/л, уровень свободного ге-
моглобина – 0,69±0,05 г/л и соответствует 
(P>0,05) показателям эритроцитов, заморо-
женных с глицерином до –196оС.

раздел 2. Криопротекторы 
и криоконсерванты второго класса
II класс образуют криоконсерванты 

на основе КНК; монокриоконсерванты со-
держат по одному КНК; бикриоконсерван-
ты – по два КНК. Для их синтеза используют 
разные органические вещества, растворы 
которых обладают, как правило, слабыми 
криозащитными свойствами. Наиболее вы-
раженными хладозащитными свойствами 
обладает ПВП и растворы на его основе; ги-
дроксиэтилкрахмал (ГЭК) и водные раство-
ры на его основе.

2.1. Краткие общие сведения 
о поливинилпирролидоне 

Поливинилпирролидон (ПВП) – про-
дукт полимеризации N1– винилпирролидо-
на и ацетилена, структурная формула при-
ведена по тексту ниже.

Структурная формула 
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ПВП синтезирован из аммиака и ацети-
лена Reppeв 1941 году [Цит. по С.С.Лаврик 
[38]. В СССР приоритет в получении и пер-
воначальном изучении ПВП принадлежит 
С.Н. Ушакову с соавт.[67] и М.Ф. Шостаков-
скому с соавт.[78]. рН раствора около 7,0; не 
вызывает раздражения при подкожных, вну-
тримышечных и внутривенных введениях. 
ЛД50 на мышах не установлена. При в/в вве-
дении 25 % раствора переносимая доза ПВП 
составила 8г/кг массы тела, летальная – 12– 
15 г/кг. ПВП термоустойчив, хорошо пере-
носит стерилизацию в автоклаве. Водные 
растворы ПВП м.м. 12 000 – 25 000 явля-
ются фармакопейными препаратами и при-
меняются в трансфузиологии в качестве 
плазмозаменителей, обладающих дезинток-
сикационным действием. Примером может 
служить отечественный препарат Гемодез – 
6 % ПВП с м.м. 12 000 ± 2700. 

Препараты ПВП с м.м. от 30 000 до 
40 000 и больше могут содержать приме-
си альдегидов, которые способны инду-
цировать перекисные процессы в клетках 
и оказывать на них токсическое действие. 
Согласно данным [8, 38, 84] и других, от-
мечены деструктивные изменения ретику-
лоэндотелиальных клеток селезенки, а так-
же длительная задержка ПВП в печени, 
селезенке, бронхах, костном мозге, почках, 
поджелудочной железе и других органах. 
Выведение растворов ПВП с м.м. 50 000 со-
провождается образованием пристеночных 
тромбов и других осложнений. 

 Моноэкзоцеллюлярные криоконсерван-
ты на основе ПВП для замораживания ГСК 
костного мозга при –78о÷–196оС 

Криопротекторные свойства ПВП до-
статочно полно изучены С.С.Лаврик [35, 
37, 38]. В том числе разработаны методы за-
мораживания ЯККМ под защитой 2 лекар-
ственных форм. 

Лекарственная форма № 1 включает: По-
ливинилпирролидон с м.м. 12 600, 17 г; Глю-
коза, 10,2 г; Сыворотка группы АВ(IV), 10 г; 
Гепарин, 2500 МЕ; Бидистиллированная 
вода – до 100 мл. Защитную среду готовят 
ex tempore перед консервированием ЯККМ. 
Утверждена МЗ УССР 22.07.1971 года.

Стерильный криоконсервант соединя-
ют с концентратом ЯККМ 1:1. При этом 
конечная концентрация ПВП в полученной 
суспензии составляет 8,5 %. Суспезию кле-
ток выдерживают при +2оС÷+4оС в течение 
20–30 мин, затем замораживают по двух-
этапной программе: на первом этапе со 
скоростью 1оС/мин до –20оС, затем со ско-
ростью 10оС/мин до –60оС, после чего пере-
носят в сосуд с твердой углекислотой при 
–78оС на срок до 21 мес. Отогревание образ-
цов ЯККМ производят в водяной ванне при 

+38оС в течение 60 -70 сек. При этом сохра-
няется 86±3,8 % жизнеспособных клеток. 
В случае помещения суспензии в жидкий 
азот (–196оС) на срок от 21 мес. до 10 лет, 
сохраняется, соответственно, до 90±2,4 % 
и 83,3±0,97 % эозинорезистентных клеток. 

Лекарственная форма № 2 имеет сле-
дующий состав: Поливинилпирролидон 
с м.м. 12 600±2 700, 200 г; Глюкоза, 100 г; 
Аминокровин, 50 мл; Натриевая соль са-
харной кислоты, 20 г; Натрий фосфат трех-
замещенный, 17 г; Вода для инъекций – до 
1000 мл. рН 3,8–4,0. 

Стерилизуют через фильтры Millipore 
с диаметром пор 0,22 мкм и повторно авто-
клавированием при 105оС в течение 45 мин. 
Приготовленный раствор стерилен, непиро-
генен, нетоксичен. Хранят в сухом темном 
помещении при комнатной температуре до 
2 лет. Смешивают с концентратом ЯККМ 
1:1, эквилибрируют при комнатной темпе-
ратуре 30 мин, замораживают по 2 этапной 
программе: на первом этапе – со скоро-
стью 0,8оС–1,5оС/мин до точки кристалли-
зации, на втором – со скоростью 10оС/мин 
до –70оС, после чего перекладывают в элек-
троморозильник на –85о÷–90оС на срок до 
5 мес. При указанной технологии сохраня-
ется 63,5 % жизнеспособных ЯККМ.

П.М. Перехристенко с соавт. [51] разра-
ботан метод консервирования ядерных кле-
ток пуповинной крови при -80оС ÷ -196оС 
под защитой моноэкзоцеллюлярного крио-
консерванта на основе ПВП. Изъятую пупо-
винную кровь тестируют по системам АВО, 
резус фактору, HLA, определяют иммунофе-
нотип ГСК, подсчитывают число ядерных 
клеток и ГСК в 1 мкл стабилизированной 
взвеси 4:1 гемоконсервантом Глюгицир. Его 
состав: Натрий гидроцитрат для инъекций 
(ГФХ, стр.432), 20 г; Глюкоза (ГФ, стр.311), 
30 г; Вода для инъекций (ГФХ, стр.74) до 
1000 мл.

Стабилизированная кровь сохраняется 
при +4±2оС в течение 48 ч. Ядерные клетки 
выделяют из крови путем ее центрифуги-
рования со скоростью 1200 об/мин, плазму 
отсасывают, замораживают при -20о÷-30оС 
и сохраняют до размораживания ГСК и по-
следующего ресуспендирования.

Для криоконсервирования концентрата 
ядерных клеток с ГСК используют криоконсер-
вирующий раствор, в который входят: Поливи-
нилпирролидон низкомолекулярный медицин-
ский (ФС 42–1194–78), 17– г; Глюкоза (ГФХ, 
стр. 311), 100 г; Лактоза (ГФХ, с. 589), 40 г; 
Вода для инъекций (ГФХ, с.74) до 1000 мл.

Раствор разливают в стеклянные флако-
ны вместимостью по 50 мл и 100 мл, авто-
клавируют при +120±2оС и давлении пара 
10,8∙104Па (1,1 кгс/см2) в течение 30 мин. 
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В асептических условиях к клеточной 
массе приливают криоконсервант в соот-
ношении 1:1, перемешивают, разливают 
в криоконтейнеры объемом 75 или 160 мл. 
Холодовую адаптацию ГСК проводят при 
+4±2оС в течение 30–40 мин. Биоконтейне-
ры с клеточной суспензией замораживают 
по двухэтапной программе: на первом этапе 
со скоростью 1оС/мин до –6оС, на втором – 
10оС/мин до –80оС, после чего переносят 
в хранилище с жидким азотом (-196оС) 
для хранения на протяжении до 10 лет без 
снижения биологической полноценности 
ГСК. Размораживают в водяной ванне при 
+40±5оС в течение 35±5 с. В результате со-
храняется не менее 80 % ядерных клеток.

 2.2. Гидроксиэтилкрахмал (ГЭК)
 2.2.1. Краткие общие сведения о ГЭК
Гидроксиэтилированный крахмал (ГЭК) – 

высокомолекулярное соединение, продуктом 
реакций окиси этилена и амилопектина. Со-
стоит из полимеризированных остатков глю-
козы [90]. Структурная формула

Источником получения ГЭК служит на-
тивный крахмал (аминопектин), который 
подвергается расщеплению с целью полу-
чения молекул с определенной м.м., а также 
гидроксилэтилированию. Относится к КНК.

Препараты ГЭК – соединения с м.м. 
60 000 – 120 000 и более. Среды (6 и 10 % 
растворы) обладают преимущественно ге-
модинамическим действием. 

Способен включаться в метаболические 
процессы в организме реципиента [52]. 

В качестве криопротектора ГЭК исполь-
зуется в 7,5–14 % конечной концентрации 
со средней м.м. 120 000. Обеспечивает со-
хранность после замораживания до –80о 

÷ –196оС от 60 до 95 % эритроцитов, ТК, 
ЯККМ [26]. До сих пор не определено ме-
сто ГЭК в ряду известных веществ о свой-
ствами криопротекторов. Так же не реше-

ны важные в клиническом плане проблемы 
с предупреждением многообразных аллер-
гических и анафилактоидных реакций раз-
личной степени тяжести у реципиентов по-
сле инфузий криоконсервантов на базе ГЭК.

раздел 3. Криопротекторы 
и криоконсерванты третьего класса
III класс образован КСД; монокриокон-

серванты – содержат по одному КСД; би-
криоконсерванты – содержат по два КСД. 

К данному классу относятся криокон-
серванты на базе полиэтиленоксидов ПЭО-
400 и ПЭО-150, а также гексаметиленбисте-
трагидроксиэтилмочевины (ГМБТОЭМ).

 3.1. Краткие общие сведения 
о полиэтиленоксиде (ПЭО)

Химическая формула полимера: 
НОСН2–(СН2–СН2–О–)n–СН2–ОН. Его 
структурная формула

В молекуле ПЭО представлены два 
типа реакционных групп: оксиэтильные  
(–СН2–СН2–О–) и гидроксильные (–ОН) 
[80]. Олигомеры ПЭО с м.м. от 300 до 
6000 используются как лечебные препара-
ты. ПЭО-400 и ПЭО-1500 нашли примене-
ние в качестве протекторов клеток костного 
мозга, крови и других биологических объ-
ектов [55, 79].

3.1.1. Монокриоконсервант на основе  
ПЭО-400 для замораживания 

ядросодержащих клеток и ПЭО-1500 
для замораживания эритроцитов

Состав криоконсерванта: ПЭО-400, 
15 %; NaCl, 1 %; Вода для инъекций – до 
100 мл. рН раствора доводят фосфатным бу-
фером до 7,0–7,2.

До замерзания клетки экспонируют 
в растворах полимеров без повреждений 
не более 15–20 мин. Криозащитный эф-
фект ПЭО заключается в его способности 
стабилизировать молекулы воды. Он мо-
жет способствовать сохранению структуры 
биополимеров мембран в процессе замо-
раживания – отогревания, изменять харак-
тер кристаллизации водного раствора с об-
разованием аморфного льда. Установлено 
[11, 16], что ПЭО-400 при парентеральном 
введении является малотоксичным веще-
ством, а при однократном внутривенном 
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введении животным в дозе 5 мл/кг не при-
водит к каким-либо патологическим изме-
нениям в клетках и функции внутренних 
органов. Существует возможность негатив-
ного влияния ПЭО-1500 на плазматические 
мембраны при температурах +18ºС и выше 
во время удаления его из деконсервиро-
ванных клеток. Если контакт клеток с кри-
опротектором проводится в условиях ги-
потермии (0÷+4ºС), негативного действия 
ПЭО-1500 на форменные элементы крови 
не наблюдается. Выяснено, что 20–40 % 
растворы ПЭО-1000 – ПЭО-4000 обеспечи-
вают сохранность 80–98 % клеток и явля-
ются веществами с низкой токсичностью. 
Однако, эритроциты, восстановленные 
после размораживания, все же имеют раз-
личные повреждения [8]. Показатели ЛД50 
для ПЭО-400 не установлены. ЛД50 ПЭО-
1500 у кроликов и крыс составляют, соот-
ветственно, 8 и 11,52 г/кг веса [11].

3.2. Монокриоконсервант смешанного 
действия на основе гекса метиленби-

стетрагидроксиэтилмочевины 
(ГМБТоЭМ) для замораживания  ЯККМ

Химическая формула ГМБТОЭМ – (НОС
Н2СН2)2NСОNН(СН2)6 NНСОN(СН2 СН2ОН)2. 

Его структурная формула

Синтез ГМБТОЭМ впервые осуще-
ствил в 1974 г. В.П.Архиреев с соавт. (А.с.  
№ 419617).

Криопротекторные свойства ГМБТОЭМ 
(рабочее название А-378), имеющим м.м. 378, 
открыл Е.П. Сведенцов в 1981 г [47]. Уста-
новлена ЛД50, равная 15,5±0,6 г/кг массы 
белой лабораторной мыши, что значительно 
ниже, чем у других известных криопротек-
торов. Был разработан криоконсервант сме-
шанного действия. Состав монокриоконсер-
ванта: ГМБТОЭМ, 40 г; Лимонная кислота, 
1 г; Динатриевая соль ЭДТА, 0,1 г; Бидистил-
лированная вода – остальное. рН раствора 
7,0–7,4. Стерилизуют автоклавированием 
30 мин при 120оС и 1,2 атм. рН криозащитно-
го раствора 7,0–7,4.

Монокриоконсервант смешивают с кон-
центратом ЯККМ 1:1. Экспозиция при +4оС 
составляет 20 мин. Суспензию заморажива-
ют по 3 этапной программе: на первом этапе 
со скоростью 1оС/мин до -8оС, на втором – 
10оС/мин до -40оС, на третьем – 20оС/мин 
до -140оС и затем переносят в хранилище 
с жидким азотом. Число сохранившихся 

ЯККМ составляет 91,5±1,8 %, из которых 
эозинорезистентых – 80,3±4,4 %. При в/в 
введении вещество не требует отмывания от 
размороженной клеточной суспензии. 

Дальнейшие исследования свойств кри-
опротектора на основе ГМБТОЭМ были 
продолжены учениками Е.П. Сведенцова 
[60]. Так, в ФГБУН КНИИГиПК ФМБА 
России и лаборатории криофизиологии 
крови КНЦ УО РАН были синтезированы 
криоконсерванты «Гекмолит», «Кримолит», 
«Кримолит-М», «Кримолит-Ф» и другие 
монокриоконсерванты. 

3.3. Монокриоконсервант смешанного 
действия «Кримолит» на основе 
ГМБТОЭМ для замораживания 

тромбоцитов при –196оС
Название криоконсерванта «Кримо-

лит» утверждено приказом Минздрава 
№ 1509 [53]. Согласно Патенту России 
№ 1561227, в состав раствора включены: 
ГМБТОЭМ, 10 %; Лимонная кислота, 1,1 %; 
Динатриевая соль ЭДТА, 0,1 %; Вода для инъ-
екций, остальное. рН раствора 4,5–5,5.

Стерилизуют автоклавированием при 
120оС и 1,2 атм 30 мин. Срок хранения при 
+4оС составляет 2 года. Смешивают с тром-
боцитным концентратом (ТК) 1:1.  Замора-
живают по линейной программе до –196оС. 
После размораживания в водяной ванне 
при +36÷+38оС в течение 10 с сохраняется 
85–95 % кровяных пластинок, у 47,2–95 % 
сохраняется функциональная полноцен-
ность. Клиническихе испытания проведены 
с положительными результатами в ФГБУН 
КНИИГиПК ФМБА России, Российском 
НИИГиТ и ВМА им. С.М. Кирова.

3.4. Монокриоконсервант смешанного 
действия «Кримолит-М» на основе 
ГМБТОЭМ для замораживания 

тромбоцитов при –80оС
Раствор «Кримолит-М» включает: 

ГМБТОЭМ безводная х.ч., 10 г; Лимонная 
кислота, 1,1 %; Динатриевая соль ЭДТА, 
0,1 %; Вода для инъекций, остальное. рН 
раствора 4,5–5,5.

 Стерилизуют автоклавированием при 
120оС и 1,2 атм 30 мин. Срок хранения при 
+4оС составляет 2 года. Смешивают с ТК 
1:1. Замораживают до –80оС по линейной 
или экспоненциальной программе в двух 
электроморозильниках последовательно 
на –30о С и –80оС. После размораживания 
в водяной ванне при +38оС в течение 44–
60 с до +2÷+4оС сохраняется 83–94 % кро-
вяных пластинок, у 48,2–93 % сохраняется 
функциональная полноценность.
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3.5. Усовершенствованный 
криоконсервант «Кримолит-Ф» 

на основе ГМБТОЭМ и фумарата натрия 
для замораживания тромбоцитов  

при –40оС
Для повышения эффективности криокон-

серванта за счет быстрого восстановления 
энергетических процессов в тромбоцитах, 
снижения токсичности в раствор были вве-
дены антигипоксант фумарат натрия и анти-
коагулянт лимонная кислота. В итоге состав 
раствора «Кримолит-Ф» стал следующим: 
ГМБТОЭМ, 10 %; Фумарат натрия, 1,9 %; 
Лимонная кислота, 1,0 %; Вода для инъек-
ций, остальное. рН раствора 5,5–6,5. 

Стерилизуют автоклавированием 
при 1,2 атм 30 мин. ТК смешивают 
с «Кримолит-Ф» 1:1 в пластикатном кон-
тейнере «Компопласт 300». Эквилибрация 
при комнатной температуре не превыша-
ет 20 мин, после чего клетки погружают 
в спиртовую ванну, охлажденную до –28оС 
на 15 мин, а затем в камеру электроморозиль-
ника на срок до 4 мес при температуре –40оС. 
Метод обеспечивает сохранность 87,4 % 
тромбоцитов. Переливание аутологичных 
размороженных ТК подопытным животным 
не вызывало у них каких-либо посттрансфу-
зионных реакций или осложнений.

3.6. Монокриоконсервант смешанного 
действия на основе ГМБТОЭМ 

для замораживания концентрата 
лейкоцитов при –80оС

 Монокриоконсервант создан в ФГБУН 
Кировский НИИГиПК ФМБА России 
С.В.Утемовым [66]. Наилучшие результаты 
получены при использовании раствора сле-
дующего состава: ГМБТОЭМ, 30 %; Лимон-
ная кислота, 0,75 %; Бидистиллированная 
вода – остальное. рН раствора 7,2.

 Стерилизуют автоклавированием при 
120оС и 1,2 атм 30 мин. Срок хранения при 
+4оС составляет 2 года. Смешивают с КЛ 
1:1. Замораживают по экспоненциальной 
программе: первоначально выдерживают 
в течение 25 мин при температуре адапта-
ции -28±2оС, затем переносят в электро-
морозильник на -80оС на хранение до 
12 мес. Разработанный криоконсервант 
обеспечивает высокую морфологическую 
(87,3±3,3 %) и выраженную функциональ-
ную (52,5±10,2 %) сохранность лейкоци-
тов, которые не требовали отмывания от 
ГМБТОЭМ. 

В результате проведенных биологиче-
ских исследований установлено, что разрабо-
танный монокриоконсервант для лейкоцитов 
стабилен в процессе замораживания-отогре-
вания и безвреден для реципиента.

 3.7. Монокриоконсервант смешанного 
действия на основе ГМБТОЭМ 

и фумарата натрия при замораживании 
лейкоцитов при –40оС

Монокриоконсервант для заморажива-
ния лейкоцитов создан впервые в процессе 
лабораторно-экспериментального исследо-
вания [81].

Состав криоконсерванта: ГМБТОЭМ, 
30 %; Фумарат натрия, 2,8 %; Лимонная 
кислота, 0,06 %; Бидистиллированная вода-
остальное. рН раствора 7,0–7,4. 

 Смешивают с ЛК 1:1, выдерживают при 
комнатной температуре в «Компопласт 300» 
до 20 мин. Замораживают в 3 этапа: на пер-
вом этапе – со скоростью 7 – 8оС/мин до точ-
ки кристаллизации, на втором- 1 – 2оС/мин 
до температуры -28оС, на третьем- 3 – 4оС/
мин до -40оС. Лейкоциты хранили в элек-
троморозильнике фирмы Derby (Дания) 
в течение 30 суток.

Клеточную взвесь размораживают в во-
дяной ванне при +38оС в течение 45–60 сек 
при интенсивном покачивании биоконтей-
нера до температуры суспензии +2÷+4оС. 
К данному времени сохраняется 87,3 % 
лейкоцитов, из которых 61,9 % имеют не-
поврежденную мембрану, 94,5 % нейтрофи-
лов проявляют фагоцитарную активность 
и имеют высокий (в 3,5 раза выше исходно-
го уровня) окислительно-восстановитель-
ный метаболизм.

Биологические исследования криокон-
серванта не выявили морфологических 
и функциональных изменений у подопыт-
ных лабораторных животных и показали 
перспективность данного метода криокон-
сервирования лейкоцитов.

3.8. Монокриоконсервант смешанного 
действия на основе ГМБТОЭМ 
и сукцината 3–окси–6–метил-
2этилинпиридина (ГОИПЭП) 
для замораживания лейкоцитов  

при –20оС
Впервые в криобиологической практике 

для биологических и медицинских лабора-
торий создан метод сохранения лейкоцитов 
в полноценном состоянии при –20оС. Оп-
тимальным определен следующий состав 
криоконсерванта: ГМБТОЭМ, 28 %; Сукци-
нат ГОМЭП, 0,15 %, Вода для инъекций – 
остальное рН раствора 7,0–7,4 [48]. 

 Лейкоциты получали из крови доноров-
добровольев. В выделенные концентраты 
лейкоцитов (ЛК) вносили указанный моно-
криоконсервант в соотношении 1:1, выдер-
живали при комнатной температуре в пла-
стиковом контейнере «Компопласт 300» до 
20 мин. Клеточную взвесь замораживали до 
–20оС, после чего переносили в электромо-
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розильник фирмы Derby (Дания) для хране-
ния на протяжении до 90 суток. Клеточную 
взвесь размораживают в водяной ванне при 
+38оС в течение 45–60 сек при интенсивном 
покачивании биоконтейнера до температу-
ры суспензии +2÷+4оС. В размороженной 
суспензии сохраняется 88,5 % лейкоцитов, 
из которых 62,9 % имеют неповрежденную 
мембрану, 93,9 % нейтрофилов, проявляют 
фагоцитарную активность и окислительно-
восстановительный метаболизм. Биологи-
ческих исследования криоконсерванта не 
выявили морфологических и функциональ-
ных изменений у подопытных лаборатор-
ных животных и показали перспективность 
данного метода криоконсервирования лей-
коцитов.

раздел 4. Криопротекторы 
и криоконсерванты четвертого 

класса IV класс – комбинированные 
эндоцеллюлярно-экзоцеллюлярные 

криоконсерванты
В настоящее время перспективным 

направлением в криобиологии является 
применение комбинированных криокон-
сервантов. В их состав (по причине видо-
специфичности биологического материала) 
могут быть включены «улучшающие» до-
бавки, спектр которых весьма вариабелен. 
Показана целесообразность использования 
в качестве дополнительных компонентов 
криозащитных составов веществ биологи-
ческого происхождения (антифризные про-
теины и гликопротеины, а также липиды 
замораживаемого организма). Последние, 
кроме того, что активно влияют на форму 
и размеры микрочастиц льда, могут также 
участвовать в репарации поврежденных при 
замораживании – отогреве клеточных мем-
бран [60].

4.1. Комбинированный криоконсервант 
«Гемжел» на основе глицерина и ПВП 
для замораживания ГСК костного мозга 

при –196оС
Разработан в ГНЦ РАМН [65]. Крио-

консервант включает: Высокоочищенный 
глицерин, 66 мл; ПВП с м.м. 12600±2700, 
70 г; Динатриевая соль ЭДТА, 1 г; Раствор 
желатина медцинского 10 % для инъекций, 
200 мл; Натрий цитрат трехзамещенный, 
10 г; рН раствора до 7,0–7,4; Гемодез – до 
1000 мл. 

Препарат нетоксичен, апирогенен. Сте-
рилизуют фильтрацией через Millipore с ди-
аметром пор 0,22 мкм и асептично фасуют 
в стеклянные флаконы по 100 – 250 мл. При-
готовленный «Гемжел» добавляют в кост-
но-мозговую взвесь 1:1, осторожно пере-

мешивают, выдерживают при комнатной 
температуре до 30 мин, с помощью системы 
для переливания крови с фильтром перево-
дят по 120 мл в криоконтейнеры емкостью 
160 мл, герметизируют, паспортизируют 
и направляют для замораживания. Охлаж-
дение проводят по двухступенчатой про-
грамме: на первом этапе – со скоростью 1оС/
мин до 9оС, на втором – 10оС/мин до -185оС, 
после чего переносят в хранилище с жид-
ким азотом (–196оС), в котором хранят более 
15 лет. Размораживают в течение 43–45 мин. 
Через 7 лет криконсервирования в этих усло-
виях сохраняются жизнеспособными 71,4 % 
ЯККМ и 78,3 % ГСК КМ [62, 63].

4.2. Комбинированные криоконсерванты 
на основе глицерина и препаратов 

желатина для сохранения гранулоцитов 
в состоянии холодового гипобиоза (–10оС)

Разработаны Е.П. Сведенцовым в 2004 г. 
в Институте физиологии Коми научного 
центра УрО РАН [60]. Для защиты клеток 
от неблагоприятных факторов холодового 
стресс-воздействия оптимальными показа-
ли себя рецепты № 3 и № 7. 

Криоконсервант № 3 включает следую-
щие компоненты: Высокоочищенный глице-
рин, 7 %; Модежель, 85,6 %; Сукцинат гидрок-
симетилэтилпиридина, 0,3 %; Цитрат натрия, 
1,4 %; Вода для инъекций – остальное. 

Криоконсервант № 7 имеет следующий 
состав: Высокоочищенный глицерин, 7 %; 
Желатиноль, 70 %; Сукцинат гидроксимети-
лэтилпиридина, 0,3 %; Лимонная кислота, 
1 г; Трилон Б, 0,1 г; Вода для инъекций – 
остальное. рН раствора доводят до 7,0–
7,4 10 н каплями водного гидроксида натрия.

Каждый раствор смешивают с КЛ 
в соотношении 1:1, выдерживают 20 мин 
в контейнере «Компопласт 300» при ком-
натной температуре, затем переносят 
в ванну с 45 % этиловым спиртом, охлаж-
денным до –10оС, на 40–45 мин (с раство-
ром № 3) и 25–27 мин (с раствором № 7). 
Отогревают в 10–литровой водяной ван-
не в течение 2–4 сек. В указанных крио-
консервантах гранулоциты не замерзают, 
входят в состояние холодового гипобиоза 
и через 9 суток после выхода из него сохра-
няют высокую способность к фагоцитозу 
(76,7±5,0 % для раствора № 3 и 72,6±3,8 % 
для раствора № 7). Значительная часть 
функциональной активности клеток со-
храняется на уровне 75,7 и 61,4 % соот-
ветственно).

Биологические испытания растворов 
показали, что криоконсерванты нетоксич-
ны, апирогенны и не требуют отмывания от 
биообъекта [60].
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 4.3. Комбинированный криоконсервант 
на базе ГМБТОЭМ и ДМСО 

для замораживания лейкоцитов  
при -80оС 

Разработаны Е.П. Сведенцовым и со-
авт. в 2003 г. в Институте физиологии Коми 
научного центра УрО РАН [60]. Лучшая 
сохранность лейкоцитов по функциональ-
ным и морфологическим характеристикам 
после замораживания до –80оС и отогрева-
ния клеток наблюдается после применения 
криозащитного раствора следующего со-
става: ГМБТОЭМ, 22 %; ДМСО, 8 %;.Сук-
цинат ГОМЭП, 02 %, Вода для инъекций – 
остальное. 

Криоконсервант смешивают с ЛК в со-
отношении 1:1, выдерживают 20 мин в кон-
тейнере «Компопласт 300» при комнатной 
температуре. Замораживают по нелинейной 
программе в течение 54–55 мин. Суспезию 
размораживают в водяной ванне при +35оС 
35–50 с до температуры содержимого био-
контейнера +2÷ +4оС. После разморажи-
вания через сутки сохраняется 96,8±4,2 % 
лейкоцитов, эозинорезистентных кле-
ток – 88,6±7,3 %. Фагоцитарная активность 
нейтрофилов составляет 75,5±8,5 % по от-
ношению к исходной. Те же показатели 
после размораживания ЛК спустя 180 су-
ток составляют 89,3±6,4 %, 91,0±5,1 % 
и 76,7±14,7 % соответственно. Комбини-
рованный криоконсервант рекомендуется 
в научных целях.

4.4. Комбинированный криоконсервант 
на базе ГМБТОЭМ и α-пропиленгликоля 

для замораживания ГСК костного 
мозга млекопитающих при низкой 

температуре 

Разработан в ФГБУН КНИИГиПК ФМБА 
России для замораживания ГСК при темпе-
ратуре -80оС÷-90оС [60]. Лучшие результаты 
по морфологической сохранности и проли-
феративной способности после разморажи-
вания ЯККМ получены с применением кри-
озащитного раствора следующего состава: 
ГМБТОЭМ, 30 г; α-пропиленгликоль, 1 г; 
Динатриевая соль ЭДТА, 0,1 г; Лимонная 
кислота, 1 г. рН раствора – 7,0–7,38.

Криоконсервант смешивают с суспен-
зией ГСК в соотношении 1:1 при комнат-
ной температуре, выдерживают в течение 
20 мин и замораживают по 3 ступенчатой 
программе: на первом этапе – 1оС/мин до 
–7оС, на втором – 10оС/мин до –40оС, на тре-
тьем – 20оС/мин до –80оС÷–90оС. После 
отогревания контейнера с костно-мозговой 
взвесью при температуре воды +39оС в те-
чение 20–25 с до температуры биообъекта 
+2оС сохраняется 92 % ЯККМ. Предложен-

ный криоконсервант нетоксичен, апироге-
нен, не требует отмывания его от разморо-
женных ЯККМ.
4.5. Комбинированный криоконсервант 
на базе ГЭК и ДМАЦ для замораживания 
ядерных клеток крови до температуры 

–80÷–196оС 
Разработан в лаборатории консервиро-

вания крови и тканей ФГБУН КНИИГиПК 
ФМБА России А.А. Костяевым, К.А. Ветош-
киным и С.В. Утемовым в 2006 г. [60].

Криоконсервант имеет следующий 
состав: ДМАЦ (х.ч.), 3,5 мл; ГЭК (в со-
ставе «Инфукол ГЭК»), 46,3 мл; Фосфат-
ный буфер (NaH2PO4∙2H2O, моль). рН рас-
твора 6,5–7,0. 

При замораживании ядерных клеток до 
температуры –80оС и последующем ото-
гревании обеспечивает сохранность 94,2–
97,1 % функционально полноценных кле-
ток. При замораживании до температуры 
–196оС и последующем отогревании обе-
спечивает сохранность 92,7–97,8 % функци-
онально активных клеток.

раздел 5. Биокристалломное 
тестирование токсичности некоторых 

криоконсервантов
В настоящее время метод консервации 

крови и ее компонентов при низких и уль-
транизких температурах служит базовым 
способом их длительного хранения вне 
организма человека без потери клетками 
функциональных свойств [9,18, 59, 103]. 
При этом особую ценность приобретают ме-
тоды тестирования биологической активно-
сти гемоконсервантов и оценки адекватно-
сти режимов сохранения биоматериала [18, 
20, 59]. Нашей исследовательской группой 
на протяжении последних 10 лет изучают-
ся возможности методов биокристалломики 
для решения этого круга задач, в частно-
сти – исследование сохранности кристалло-
генных свойств плазмы крови с учетом вида 
криопротектора и режима консервирования 
биосубстрата «плазма + криопротектор».

 Оценку кристаллогенных свойств био-
логического субстрата, в который предва-
рительно был внесен криопротектор [5 % 
раствор ДМСО, ТКД или 5 % раствор Гли-
церина в сочетании с 4 % раствором Глюко-
зы], производили до начала и по заверше-
нии консервации. Были выбраны режимы 
консервации (экспозиции) при положи-
тельных (22–24оС и 37оС) и отрицательных 
(–80°С и –196°С) температурах. Для изуче-
ния характера сокристаллизации систему 
«биожидкость – криоконсервант» исследо-
вали на предметном стекле, на котором впо-
следствии производили ее дегидратацию 
без термической стимуляции. Исследование 
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кристаллизации сформированных жидких 
систем осуществляли путем качественного 
и количественного анализа с использовани-
ем комплекса визуаметрических парамет- 
ров [41–44].

На первом этапе работы были уточнены 
особенности кристаллогенной активности 
самих криопротекторов. Установлено, что 
все они в индивидуальном виде обладают 
минимальной способностью к формирова-
нию кристаллических и/или псевдокристал-
лических структур.

В целях уточнения визуаметрических 
особенностей фаций различных криокон-
сервантов проведен морфометрический 
анализ последних через 4 и 24 часа экспози-
ции при 37оС. Особенности кристаллогенеза 
криопротекторов, четко просматриваемые 
и при докритериальной оценке микропре-
паратов, нашли отражение в значениях по-
луколичественных показателей. Так, кри-
сталлогенная активность ТКД минимальна 
в обеих точках наблюдения, а формируемые 
структурные элементы имеют выраженные 
признаки деструкции и отчетливую краевую 
зону. Остальные криозащитные средства 
к завершению суток дегидратации образо-
вывали специфичную фацию с вариабель-
ным количеством одиночных и дендритных 
кристаллов.

На втором этапе производили оценку ха-
рактера и особенностей сокристаллизации 
трех изучаемых криоконсервантов с алик-
вотным количеством плазмы крови, полу-
ченной от доноров. Результат дегидратации 
исследовали через 4 и 24 часа экспозиции 
при 37оС. Следует подчеркнуть, что макси-
мальным ингибирующим эффектом в от-
ношении плазмы крови здоровых доноров 
обладает комбинация криоконсервантов 
«Глицерин + Глюкоза», в фациях с которой 
кристаллические структуры практически 
не образуются. Менее выраженные ингиби-
рующие свойства присущи ТКД, формиру-
ющем при сокристаллизации с изучаемой 
биологической жидкостью многочисленные 
«разломы», присутствующие во всех зонах 
микропрепарата, а также агрегаты аморф-
ных образований, расположенные преиму-
щественно в промежуточной зоне.

Фация, полученная при совместной де-
гидратации плазмы крови и ДМСО, мор-
фологически наиболее соответствует ха-
рактеру нативной структуризации данного 
биосубстрата: в образце четко выделяются 
все основные зоны; «разломы» краевой 
зоны регулярны, центростремительны; 
в центральной зоне наблюдается умеренное 
количество кристаллических элементов.

Различный характер структуризации из-
учаемых биосистем полностью подтверж-

дают результаты визуаметрического ана-
лиза фаций. Так, наиболее выраженными 
и максимально приближенными к физио-
логическим кристаллогенными свойствами 
обладает биосистема, содержащая ДМСО. 
Применение Глицерина и Глюкозы в каче-
стве криопротектора, напротив, ингибирует 
скорость и активность структурообразова-
ния. ТКД занимает промежуточное положе-
ние между ними. Это проявляется в уровне 
всех основных морфометрических показа-
телей как через 4, так и через 24 часа экспо-
зиции при 37оС.

На основании этой серии экспериментов 
установлено, что по «мягкости» физиологи-
ческого эффекта в отношении сыворотки 
крови в незамороженном состоянии кон-
серванты формируют ряд: «ДМСО > ТКД > 
Глицерин + Глюкоза».

В третьей серии экспериментов выпол-
нен анализ влияния режима замораживания 
систем «плазма крови – криоконсервант» 
на кристаллогенные свойства последней. 
Выявлено, что через 4 часа экспозиции при 
37оС интактных и подвергавшихся замо-
раживанию биосистем, содержащих в ка-
честве криопротектора ТКД, формируются 
различные кристаллоскопические карти-
ны. Так, если сокристаллизация биосреды 
с криоконсервантом приводила к фации, 
образованной немногочисленными аморф-
ными элементами, то предварительное их 
охлаждение увеличивало кристаллоген-
ный потенциал системы, о котором судили 
по кристаллизуемости и индексу структур-
ности, обратно пропорционально степени 
ее замораживания.

При замораживании до –80°С и экспози-
ции при 37°С в течение 24 часов в образцах 
системы «плазма крови – ТКД» наблюдали 
формирование минимальной, но достаточно 
четкой краевой зоны; в центральной зоне – 
многочисленные неоформленные струк-
турные элементы. Следует отметить, что 
в данном случае в картине обнаруживаются 
широкие «разломы» краевой зоны, распро-
страняющиеся вплоть до центра образца. 
При более глубокой заморозке (до –196°С) 
фация остается цельной, но отчетливого 
формирования краевой зоны и регулярных 
кристаллических элементов не происходит. 
Морфометрический анализ образцов дан-
ной серии подтверждает указанные тенден-
ции: за счет многочисленных структурных 
элементов в фациях биосистем при -800С 
регистрируются более высокие значения 
индекса структурности и кристаллизуемо-
сти как через 4, так и через 24 часа экспо-
зиции при 37°С по отношению к исходному 
состоянию биосистемы и более глубокой 
заморозке. В то же время в результате замо-
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раживания до -196°С уровень большинства 
морфометрических параметров в меньшей 
степени отличался от характерного для вто-
рого режима криоконсервации. В целом, 
в серии с использованием в качестве крио-
протектора ТКД, наиболее оптимально со-
хранились кристаллогенные свойства при 
замораживании до температуры –196°С 
по сравнению с режимом замораживания до 
–80°С. Данная тенденция обнаруживалась 
как через 4 ч, так и через 24 часа экспози-
ции при 37°С.

 Вторым из изучаемых консервантов 
служил ДМСО, в случае применения ко-
торого через 4 часа экспозиции при 37°С 
при предварительном замораживании био-
системы до -800С отмечали выраженное 
ингибирование кристаллогенеза с форми-
рованием лишь единичных одиночно-кри-
сталлических структур в центре образца, 
тогда как при охлаждении до –196°С общая 
структурная организация фации сохраня-
лась аналогичной интактному образцу. Че-
рез 24 часа экспозиции при 37°С структур-
ные различия между фациями биосистем, 
подвергнутых воздействию исследуемых 
режимов замораживания, минимализирова-
лись. Наблюдающиеся в этот срок вариации 
преимущественно касались организации 
краевой и промежуточной зон микропрепа-
ратов. Критериальный анализ результатов 
собственной кристаллизации сформиро-
ванных биосистем также указал на более 
быстрые темпы структуризации образцов, 
подвергнутых наиболее глубокой замороз-
ке (–196°С), что просматривалось по уров-
ню индекса структурности, кристаллизу-
емости и степени деструкции фации через 
4 часа экспозиции при 37°С. Как отмечалось 
выше, значения показателей, характерные 
для изучаемых режимов криоконсервации, 
через 24 часа экспозиции при 37°С сбли-
жались, но более физиологичным остава-
лось применение охлаждения до –196°С. 
Таким образом, 5 % раствор ДМСО во всех 
пробах демонстрировал большую сохран-
ность физиологической картины структу-
ризации, чем ТКД. Кроме того, при замора-
живании в условиях охлаждения до –80°С 
процессы дегидратации и структуризации 
протекали быстрее, чем при –196°С, одна-
ко сохранность кристаллогенных свойств 
сформированной системы «сыворотка кро-
ви – криоконсервант», как и в случае исполь-
зования ТКД, была выше при замораживании  
до –196°С.

Последним из рассматриваемых в экспе-
рименте криопротекторов являлась комби-
нация «5 % раствор Глицерина + 4 % раствор 
Глюкозы». С учетом того, что практически 
все сахара – сильные ингибиторы кристал-

логенеза, во всех пробах данной серии на-
блюдается существенно меньшая скорость 
и активность кристаллообразования, что 
наиболее наглядно иллюстрирует результат 
структуризации биосистем через 4 часа экс-
позиции при 37°С. Особенно выражена ука-
занная тенденция в отношении консервации 
при –80°С, когда регистрируется практиче-
ски тотальное ингибирование кристаллиза-
ции. Через сутки с момента нанесения био-
материала на предметное стекло в образце 
системы, подвергнутой криовоздействию 
при –80°С, признаков структуризации прак-
тически не обнаруживается. Напротив, при 
более глубокой заморозке сформированная 
фация в целом соответствует исходной, а в 
центральной зоне дополнительно появляет-
ся умеренное количество монокристаллов 
неопределенной формы.

Приведенные тенденции детерминиру-
ют и соответствующие результаты визуа-
метрического анализа: практически полное 
отсутствие признаков кристаллизации об-
разца при –80°С отражается в околонуле-
вых значениях большинства показателей, 
а при –196°С через 4 часа экспозиции при 
37°С регистрировали активацию кристал-
лообразования, частично нивелирующуюся 
к завершению анализа (24 часа экспозиции 
при 37°С ).

Так, если в серии микропрепаратов на-
тивной плазмы при добавлении криопро-
текторов без замораживания признаки чет-
кой структуризации регистрируются уже 
через 4 часа экспозиции при 37°С , то при 
охлаждении в режиме «–80°С» минималь-
ная кристаллизация выявляется только 
через 24 часа экспозиции при 37°С . При 
замораживании, производимом в режиме 
«–196°С», скорость структуризации значи-
тельно выше, а формирующаяся картина 
более близка к характерной для незаморо-
женной системы «сыворотка крови – крио-
консервант».

Таким образом, на основании проведен-
ных исследований установлено, что по кри-
сталлогенным свойствам среди изученных 
криоконсервантов наиболее физиологичен 
диметилсульфоксид, причем предпочти-
тельным является режим замораживания, 
соответствующий –196°С.

Заключение
В заключение следует отметить, что сре-

ди веществ различных по химической при-
роде в середине прошлого столетия был вы-
делен класс, обладающих функциональной 
общностью – проявлять хладозащитные 
свойства в отношении клеточных суспензий 
крови и костного мозга на этапах их замо-
раживания-отогревания. С открытием крио-
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протекторов ученым удалось найти решение 
одной из насущных проблем человечества – 
длительного сохранения живыми различ-
ных биосистем в замороженном виде. В это 
же время получила развитие новая наука 
криобиология и учение о криопротекторах. 
Применение высокотехнологичных методов 
исследований, позаимствованных из химии, 
криофизиологи, криобиологии, токсиколо-
гии, фармакологии, трансфузиологии, дру-
гих разделов естествознания, привело к су-
щественному прогрессу в раскрытии тайн 
холодового гипо- и анабиоза. Отечествен-
ными и зарубежными учеными выявлены 
хладозащитные вещества природного гене-
за, а также впервые синтезированы десятки 
криопротекторов, на базе которых созданы 
криоконсерванты для определенных видов 
клеток. Важной вехой криобиологии ста-
ли исследования по разработке различных 
классификаций криопротекторов. Авторы 
использовали принцип принадлежности 
криопротекторов к определенным классам 
химических веществ по степени выражен-
ности криопротекторных свойств, молеку-
лярной массе, способности проникать через 
плазматическую мембрану клетки, зависи-
мости сохранности клеток от скорости про-
никновения криопротектора внутрь биообъ-
екта и другим характеристикам.

В работе представлены классификации 
криопротекторов, используемые в отече-
ственной и зарубежной медицине. Широ-
кие научные и практические возможности 
открывает классификация, разработанная 
Е.П. Сведенцовым в 2010 г. [60] и его шко-
лой для систематизации имеющихся слож-
ных хладоограждающих растворов, а также 
создающихся новых композиций криофи-
лактиков. Она учитывает устоявшиеся за 
многие десятилетия названия криопротек-
торов и их свойства, которые были описаны 
и обоснованы [55, 92–94].

В настоящее время стало возможным 
длительно (месяцы, годы) сохранять полно-
ценными в замороженном виде эритроци-
ты, концентраты тромбоцитов, лейкоцитов, 
ядерных клеток венозной, пуповинной кро-
ви, костного мозга и других тканей с лечеб-
ной целью. Размороженные клеточные су-
спензии активно используются при лечении 
лейкозов, апластической анемии, сепсиса, 
миелодиспластического синдрома, некото-
рых солидных опухолей и других тяжелых 
заболеваний. 

В результате получения достаточного 
опыта по применению моно-, би- и комби-
нированных криоконсервантов для замо-
раживания микро- и макрообъектов выяс-
нилось, что задача получения идеального 
нетоксичного криопротектора остается не-

решенной. Кроме того, имеются доказа-
тельства, что те химические соединения, 
которые обладают наиболее выраженными 
криопротекторными свойствами, одновре-
менно проявляют и значительную токсич-
ность на клеточном и организменном уров-
не. Отмывание токсичных криопротекторов 
от размороженных клеток, которое исполь-
зуется в современной клинической практи-
ке, не удовлетворяет исследователей и обо-
снованно критикуется. 

Отмечено, что лабораторные техноло-
гии по определению токсичности криопро-
текторов и криоконсервантов на их основе 
требуют совершенствования, поскольку 
развивающиеся на микроуровне патологи-
ческие процессы протекторного генеза не 
диагностируются.

Предметом специального изучения яв-
ляется понимание механизма развития 
посттрансфузионных реакций и осложне-
ний у реципиентов протекторного генеза 
на молекулярном и субмолекулярном уров-
не биологических систем организма челове-
ка [29]. Показана важная роль в проведении 
исследований по разработке метода инди-
видуального подбора безопасного криопро-
тектора и гемоконсерванта на его основе 
для реципиента in vitro на раннем докли-
ническом уровне. В этом плане особые на-
дежды ученые связывают с использованием 
современных методов биокристалломики, 
расшифровкой фаций твердой организации 
дегидратированных капель сыворотки кро-
ви систем «кровь-гемоконсервант», других 
нерешенных аспектов повышения эффек-
тивности трансфузий криоконсервирован-
ных КДК и костного мозга. 
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