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Известно, что во многих случаях действие
низких температур на биологические системы
может иметь нелетальный характер [4]. При этом
биологические объекты могут выдерживать
низкие температуры, хотя после действия холода
возникают морфологические, биохимические,
функциональные нарушения различной глубины.
Нарушенные функции могут восстанавливаться со
временем в ходе экспозиции в нормальных
физиологических условиях.

Обнаружено, что некоторые вещества эффек-
тивно восстанавливают холодовые повреждения.
К ним относятся неомицин, пептон, Мg2+  [4].

В последние годы появился ряд публикаций о
стимулирующем действии малых доз озона на
функционирование различных биологических
систем [2, 7].

Представляет интерес исследовать возмож-
ности применения указанного свойства озона для
интенсификации репарационных процессов в
биологических системах после действия холода.

Данная идея послужила предпосылкой для
выполнения настоящей работы. Однако особенн-
ости проявлений биологического действия озона и
возможность их практического использования в
криобиологических технологиях требуют деталь-
ного изучения.

Целью данной работы явилось изучение
влияния различных доз озона на степень устой-
чивости некоторых биологических систем и
динамику восстановления нарушенных физио-
логических процессов после холодового воздей-
ствия.

Предметом исследования в данной работе были
культуры микроорганизмов E. coli и C. аlbicans,
эритроциты и гемоглобин донорской крови
человека.

Исследовали влияние озона на динамику роста
микроорганизмов, а также на динамику гемолиза
эритроцитов в процессе хранения их при 4°С. При
этом проводили сравнительный анализ для
образцов, не подвергавшихся замораживанию, и
замороженных до –196°С с последующим отогре-
вом. Кроме того, исследовали влияние озона на
соотношение лигандных форм гемоглобина в
эритроцитах, хранящихся в гипотермических
условиях при 4°С.

Донорскую кровь получали на Харьковской
областной станции переливания крови. Эритроциты
отделяли от плазмы путем центрифугирования
крови в течение 5-10 мин при 1500 – 2000 об./мин,
далее клетки суспендировали в физиологическом
растворе.

Замораживание эритроцитов проводили по
методике Воротилина А.М. [3] с криопротектором
“Пропандиосахароль”.

Чувствительность эритроцитов к гипер-
тоническому шоку определяли спектрофото-
метрически на приборе СФ-4А (длина волны
543 нм) по выходу гемоглобина и выражали в
процентах по отношению к общему количеству
гемоглобина в клетках до эксперимента. Для
определения 100% гемолиза эритроциты разруша-
ли тритоном Х-100 (0,1 %).

На рис. 1 представлены результаты изменения
степени гемолиза эритроцитов в зависимости от
времени их инкубации при 4°С в гипертонической
среде (0,85 М NaCl).

Экспозиция эритроцитов в гипертонических
средах является одним из способов моделирования
ситуации, возникающей в замораживаемых
суспензиях клеток при вымораживании основной
массы воды [5].

В контрольных образцах, не содержащих озон,
в течение некоторого времени после помещения
эритроцитов в среду инкубирования величина
гемолиза остается весьма малой, близкой к нулю
и нарастает со временем слабо.

В гипертонической среде, содержащей 0,85 М
NaCl, это время составляет около 3 суток.

Как видно из рис. 1, при дозе озона 0,32 мг/л
динамика гемолиза эритроцитов не изменяется, при
дозе 0,48 мг/л скорость гемолиза возрастает, а при
дозе 0,16 мг/л гемолиз заметно замедляется по
сравнению с контролем.

На рис.2 представлены результаты подобного
эксперимента для замороженных-оттаянных
эритроцитов.

Как и в эксперименте без замораживания, при
добавлении некоторой оптимальной дозы озона (в
данном случае – 0,16 мг/л) отмечается замедление
гемолиза деконсервированных эритроцитов.

Удобным тестом для изучения степени воздей-
ствия озона на живые системы могут быть
показатели роста микроорганизмов, которые легко
можно выразить численно. Нами было установ-
лено, что при добавлении определенных оптималь-



287ПРОБЛЕМЫ
КРИОБИОЛОГИИ
Т. 15, 2005, №3

PROBLEMS
OF CRYOBIOLOGY

Vol. 15, 2005, №3

ных доз озона в ростовую среду микроорганизмов
E. coli при 22°С ускоряется их рост и увеличивает-
ся число клеток при выходе на стационарную фазу
роста. При концентрации бактериальных клеток
1×107 кл/мл оптимальные дозы озона составляли
0,12-0,35 мг/л [6].

Эти результаты послужили нам предпосылкой
для изучения влияния озона на микроорганизмы
после замораживания-оттаивания. Для исследо-
вания были выбраны дрожжеподобные грибы
C. albicans. В экспериментах использовали два
режима замораживания клеток: одноступенчатое
и двухступенчатое замораживание. Одноступен-
чатое замораживание осуществляли погружением
образца суспензии микроорганизмов объемом 2 мл
в жидкий азот. При двухступенчатом замора-
живании образец охлаждали от 20°С до –45°С со
скоростью 2°С/мин, далее образец погружали в
жидкий азот. Отогрев образцов проводили на
водяной бане при 37°С. Дозированные количества
озона добавляли в суспензию клеток перед
замораживанием, используя  озон, растворенный
в известной концентрации в физиологическом
растворе. [1].

Результаты исследования грибов  C. albicans
после замораживания-оттаивания показаны в
таблице.

Как видно из таблицы, эффект стимулирующего
действия озона неодинаков для разных скоростей
замораживания. При замораживании грибов в
присутствии озона в концентрации 0,16 – 0,64 мг/л
наблюдается более высокая их выживаемость
после быстрого замораживания. При повышении
концентрации озона до 0,8 мг/л  жизнеспособность
достоверно не отличается от показаний в контроле.

Жизнеспособность дрожжеподобных грибов
C. albicans после замораживания в средах,

содержащих озон (озон добавляли в ростовую среду
перед замораживанием)

Рис. 1.  Зависимости степени гемолиза эритроцитов от
времени их инкубации при  4°C в среде с концентрацией
хлористого натрия: 0,85 М в присутствии разных доз
озона. Дозы введенного озона в мг/л: 1 – контроль (без
озона); 2 – 0,16 мг/л; 3 – 0,32 мг/л; 4 – 0,48 мг/л.

Рис. 2. Зависимости степени гемолиза эритроцитов от
времени инкубации в среде “Пропандиосахароль” при
температуре 4°С: 1 – без замораживания и без добавления
озона; 2 – без замораживания, в присутствии озона в
дозе 0,16 мг/л; 3 – после замораживания-оттаивания без
добавления озона; 4 – после замораживания-оттаивания
с добавлением озона к оттаянной суспензии в дозе 0,16
мг/л.
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В образцах замороженных медленно, более
высокую жизнеспособность наблюдали при
концентрации озона 0,16 – 0,48 мг/л. При  повыше-
нии концентрации озона до 0,64 – 0,8 мг/л
жизнеспособность грибов была достоверно ниже,
чем в контрольных образцах.

Этот результат согласуется с теми представ-
лениями, что озон в высоких дозах вызывает
угнетение роста микроорганизмов, причем
наблюдается синергизм двух факторов повреж-
дающего действия на микроорганизмы: фактора
высоких доз озона и фактора замораживания–
оттаивания. Эффект стимуляции роста грибов
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C. albicans после замораживания-оттаивания
наблюдается именно при малых дозах озона,
причем величина дозы, вызывающей стимуляцию
роста, близка к той, которая оказывает подобный
эффект на рост бактерий E. coli в нормальных
физиологических условиях в эксперименте,
описанном выше.

В криобиологии наряду с глубоким заморажи-
ванием используются технологии гипотерми-
ческого хранения биологических объектов, причем
в процессе такого хранения возникают и нарастают
повреждения биологического материала. Напри-
мер, широкое практическое применение имеет
гипотермическое хранение эритроцитов донорской
крови.

Нами было проведено исследование влияния
малых доз озона на состояние гемоглобина в
эритроцитах донорской крови человека после их
хранения в гипотермических условиях в течение 9
суток.

В оптических спектрах поглощения (рис. 3)
гемоглобина, полученного из таких эритроцитов,
регистрируется широкая полоса в диапазоне длин
волн 526-588 нм без четко выраженных пиков
поглощения, характерных для окси– или дезокси-
формы.

Скорее всего, данная полоса является супер-
позицией спектров поглощения разных лигандных
форм гемоглобина. После добавления озона в
дозах от 0,09 до 1,10 мг/л к эритроцитам в спектре
появляются две полосы поглощения, характерные
для гемоглобина в оксиформе. Однако при
достижении дозы 1,02 мг/л в спектрах снова
регистрируется один пик, что, по нашему мнению,
связано с ингибирующим действием озона в
больших дозах на функциональное состояние
гемоглобина в эритроцитах.

Исследования термоденатурационных процес-
сов в растворах гемоглобина показали, что
добавление озона в используемых нами дозах не
приводит к существенным изменениям в ходе
термоденатурации гемоглобина.

Таким образом, полученные результаты
показывают, что стимулирующее действие озона
на оксигенацию гемоглобина носит четкий
дозозависимый характер, и наблюдаемые эффекты
действия озона, по-видимому, не связаны с
сильными конформационными изменениями
гемоглобина.

Выводы
На примере микроорганизмов эксперимен-

тально показано, что под влиянием определенных
малых доз озона динамика восстановления
биологических функций после замораживания-
оттаивания ускоряется. Установлен факт повыше-

ния под действием озона устойчивости эритро-
цитов к гемолизу после замораживания-оттаи-
вания. Показано, что в эритроцитах после
гипотермического хранения обработка клеток
озоном приводит к увеличению относительного
содержания окси-гемоглобина.

Все эффекты действия озона носят дозо-
зависимый характер. Обнаруженные эффекты
могут найти практическое применение при
разработке протоколов криоконсервирования.

Рис. 3. Спектры поглощения гемоглобина донорской
крови человека до (1) и после обработки озоном в дозах
0,09 мг/л (2), 0,17 мг/л (3), 0,26 мг/л (4).
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