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Comparative Evaluation of Biological Activity of Fraction 

Below 5 kDa from Cattle Cord Blood After Low-Temperature Storage 
(at –80°C) or Lyophilization to Treat Burn Wounds in Rats

Реферат: В работе исследовали биологическую активность низкомолекулярной (до 5 кДа) фракции из кордовой крови 
крупного рогатого скота после хранения в лиофилизированном состоянии при 4°C (ФККЛ) и при –80°C в виде раствора (ФКК)
на модели термического ожога кожи крыс. В качестве препарата сравнения использовали «Актовегин», обладающий выражен-
ной ранозаживляющей активностью. Установлено, что хранение низкомолекулярной фракции в течение 3-х месяцев в выб-
ранных условиях не снижает ее биологическую активность. Введение экспериментальным животным ФКК и ФККЛ после модели-
рования термического ожога кожи способствовало уменьшению площади ожоговой раны, нормализации содержания лейкоцитов
и фагоцитарной активности нейтрофилов в периферической крови. Полученные результаты позволяют рассматривать лио-
филизацию низкомолекулярной фракции с последующим хранением при 4°C как практически и экономически более оправдан-
ный способ хранения и транспортировки биологически активного вещества. 

Ключевые слова: низкомолекулярная фракция, кордовая кровь, низкотемпературное хранение, лиофилизация, биологиче-
ская активность, ожог.

Реферат: У роботі досліджували біологічну активність низькомолекулярної (до 5 кДа) фракції з кордової крові великої рогатої 
худоби після зберігання у ліофілізованому стані при температурі 4°C (ФККЛ) та при –80°C у вигляді розчину (ФКК) на моделі тер-
мічного опіку шкіри щурів. У якості препарату порівняння використовували «Актовегін», який володіє вираженою ранозагоюючою 
активністю. Встановлено, що зберігання низькомолекулярної фракції протягом 3-х місяців в обраних умовах не впливає на її 
біологічну активність. Введення експериментальним тваринам ФКК та ФККЛ після моделювання термічного опіку шкіри сприяло 
зменшенню площі опікової рани, нормалізації вмісту лейкоцитів і фагоцитарної активності нейтрофілів у периферичній крові. От-
римані результати дозволяють розглядати ліофілізацію низькомолекулярної фракції з наступним зберіганням при 4°C як практично
та економічно більш виправданий спосіб зберігання і транспортування біологічно активної речовини.

Ключові слова: низькомолекулярна фракція, кордова кров, низькотемпературне зберігання, ліофілізація, біологічна актив-
ність, опік.

Abstract: Biological activity of the low molecular weight (down to 5 kDa) fraction from cattle cord blood after storage in lyophilized
state at 4°C and –80°C in the form of solution in a model of thermal burn of rats’ skin was investigated. Actovegin with a pronoun-
ced wound healing activity was used as a comparator drug. The storage of low molecular weight fraction for 3 months under
the chosen conditions was found not to reduce its biological activity. Introduced and lyophilized cord blood fraction to experimen-
tal animals after simulation of thermal skin burns contributed to a reduced burn wound area, normalization of leukocyte content 
and phagocytic activity of neutrophils in peripheral blood. The fi ndings enable considering the lyophilization of the low molecular 
weight fraction followed by storage at 4°C as sensibly more expedient option of storing and transporting the biologically active 
substance.

Key words: low molecular weight fraction, cord blood, low temperature storage, lyophilization, biological activity, burn.
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В настоящее время в клинической практике
для лечения ряда патологий различного генеза 
применяют как синтетические препараты, так и 
препараты природного происхождения. Особое 
место среди них занимают лекарственные средст-
ва из цельной кордовой крови или ее отдельных

Currently, in clinical practice both synthetic 
and natural drugs are applied to treat a number 
of pathologies of various origins. A special place
among them is occupied by medical products de-
rived from whole cord blood or its individual 
components, which comprise a unique balanced 
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компонентов, которые имеют в своем составе 
уникальный сбалансированный комплекс био-
логически активных веществ, воздействующий 
на отдельные системы организма и на метабо-
лизм в целом [5, 15]. Ранее нами была показана 
эффективность действия фракции до 5 кДа, по-
лученной из крови молочных телят и кордовой
крови крупного рогатого скота, при лечении раз-
личных экспериментальных патологий у крыс 
(субхроническая язва желудка, механическое по-
вреждение хряща коленного сустава), а также
при исследовании динамики процессов сопря-
женного дыхания митохондрий после предвари-
тельного введения животным фракции кордовой 
крови до 5кДа [3, 4]. 

Актуальными остаются вопрос длительности 
хранения и поиск оптимальной лекарственной 
формы с сохранением биологической активности 
препаратов из кордовой крови. Для продолжи-
тельного хранения компонентов крови с сохра-
нением структуры и функциональных свойств 
применяют специальные протоколы заморажи-
вания с последующим хранением при ультраниз-
ких температурах [5, 13]. Однако в клинической 
практике в силу специфики жидкоазотной тех-
нологии, а также необходимости приобретения 
дорогостоящего оборудования и подготовки вы-
сококвалифицированного персонала данный ме-
тод требует значительных финансовых затрат. Бо-
лее экономичным является использование элект-
рорефрижераторных технологий с реализацией
низкотемпературного консервирования (при 
–80°C) биологически активных субстанций [12]. 
Кроме того, существует такой способ консерви-
рования биоматериала, как криосублимационное 
высушивание, которое предполагает удаление 
основной массы воды путем сублимации льда 
из замороженного материала с сохранением его 
первичной структуры и биологической актив-
ности [1, 9]. Для предупреждения сорбции влаги
из окружающей среды лиофилизированные пре-
параты приемлемо хранить при температуре от
0 до 4°C [1]. 

На основании вышеизложенного целью на-
стоящей работы было сравнительное изучение на 
модели термического ожога кожи крыс биологи-
ческой активности низкомолекулярной (до 5 кДа) 
фракции кордовой крови крупного рогатого ско-
та после хранения в течение 3-х месяцев при 4°C
в лиофилизированном состоянии и при –80°C
в виде раствора.

Материалы и методы
Фракцию с компонентами м. м. до 5 кДа из 

цельной кордовой крови крупного рогатого скота 

combination of biologically active substances, af-
fecting individual body systems and metabolism
as a whole [4, 11]. Earlier we have shown the 
eff ectiveness of below 5 kDa fraction obtained 
from the blood of vealers and cattle cord blood
in treatment of various experimental pathologies
in rats (subchronic gastric ulcer, mechanical da-
mage to the cartilage of the knee joint), as well 
as in studying the dynamics of the processes of 
conjugated breathing mitochondria after prelimi-
nary administration of cord blood fractions below
5 kDa to animals [7, 10].

The issue of storage duration and search for
an optimal medical form while preserving the 
biological activity of cord blood products has 
remained relevant. For a long-term storage of blood 
components while maintaining the structure and 
functional properties, the specifi c freezing proto-
cols are used followed by storage at ultralow 
temperatures [6, 11]. However, in clinical prac-
tice, because of specifi city of liquid nitrogen 
exploitation, as well as the need to purchase an 
expensive equipment and train highly qualifi ed 
personnel, this method requires sound fi nancial
costs. More cost-effi  cient is the use of electro-
refrigeratory techniques with the implementation 
of low-temperature preservation (at –80°C) of 
biologically active substances [20]. In addition, 
there is such a method of preserving biospecimen 
as freeze-drying, which involves the removal 
of the bulk of water by sublimation of ice from 
frozen material with keeping its primary struc-
ture and biological activity [2, 17]. To prevent sorp-
tion of moisture from an environment, it is tole-
rable to store lyophilized specimens at tempe-
ratures from 0 to 4°C [2].

Based on the foregoing, the goal of this work
was a comparative study of biological activity of
a low molecular weight (below 5 kDa) fraction 
of cattle cord blood in a thermal burn model of rat
skin after storage for 3 months at 4°C in a lyophi-
lized state and at –80°C in the form of a solution.

Materials and methods
A fraction with the components below 5 kDa 

derived from cattle whole cord blood (CWCB) was 
isolated by ultrafi ltration [3] using a membrane 
module of the company (Sartorius, Germany). Cattle 
cord blood without an anticoagulant was previously 
subjected to cryodestruction by slow freezing in 
a plastic container down to –196°C and slow tha-
wing. After ultrafi ltration, the fraction was frozen 
in sterile vials down to –40°C and stored at –30°C 
for at least 12 h for 'quenching hardening' before 
loading into a sublimation unit. The samples were 
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(КРС) выделяли методом ультрафильтрации [2]  
с использованием мембранного модуля фирмы 
(«Sartorius», Германия). Кордовую кровь КРС без 
антикоагулянта предварительно подвергали кри-
одеструкции путем медленного замораживания
в пластиковом контейнере до –196°C и медлен-
ного оттаивания. Фракцию после ультрафильт-
рации замораживали в стерильных флаконах до 
–40°C и хранили при –30°C не менее 12 ч для 
«закалки» перед загрузкой в сублимационную 
установку. Лиофилизацию образцов проводили 
на приборе «FreeZone» («Labconco», США) с об-
щей продолжительностью высушивания 28–30 ч 
и температуре фракции при конечной фазе суш-
ки не более 40°С. Часть лиофилизированной фрак-
ции растворяли в физиологическом растворе до
концентрации 40 мг/мл и затем хранили при 
–80°C (далее ФКК). Фракцию в лиофилизиро-
ванном состоянии хранили при 4°С (далее ФККЛ), 
перед введением экспериментальным животным
ее разводили в физиологическом растворе. 

Биологическую активность фракций после 3-х 
месяцев хранения изучали на модели термичес-
кого ожога III степени у крыс [8]. В экспери-
ментах использовали белых беспородных крыс 
трехмесячного возраста и массой тела 140–150 г.
Ожог III степени (по клинической классифика-
ции ожогов) воспроизводили путем прикладыва-
ния к выбритой коже спины животного в области 
тазового отдела медного аппликатора площадью 
6,25 см2, разогретого до температуры 200°C, в те-
чение 10 с. Степень ожога при использовании дан-
ной методики подтверждена гистологическими
методами исследования, описанными ранее [8].

Экспериментальных животных после моде-
лирования термического ожога распределяли на
группы (в каждой n = 7), которым в течение
14 суток ежедневно, начиная со следующего дня 
после нанесения ожога, внутримышечно вво-
дили: 1 (контроль) – физиологический раствор
в эквивалентном объеме; 2 – низкомолекуляр-
ную фракцию кордовой крови КРС после хране-
ния в лиофилизированном состоянии при 4°C;
3 – низкомолекулярную фракцию кордовой крови
КРС после хранения при –80°C; 4 – фармаколо-
гический препарат сравнения «Актовегин» («Ni-
comed», Австрия). Дозировку препаратов рассчи-
тывали в соответствии с терапевтической дозой
«Актовегина», описанной в инструкции к пре-
парату: 1,2 мг сухого веса вещества на 100 г мас-
сы животного. Также в эксперименте участво-
вали интактные животные, которые не подвер-
гались никаким воздействиям (группа 5).

Площадь ран оценивали на 3, 7, 14 и 21-е сут-
ки эксперимента. Для этого раны фотографирова-

lyophilized with a FreezeZone Triad freeze dryer 
(Labconco, USA) with a total drying time of 28–
30 h and a fraction temperature at the fi nal drying 
phase of not higher than 40°С. A part of the lyophi-
lized cord blood fraction (hereinafter CBF) was 
dissolved in physiological saline to a concentra-
tion of 40 mg / ml and then stored at –80°C. The lyo-
philized fraction (hereinafter CBFL) was stored
at 4°C, before administration to experimental ani-
mals, it was bred in physiological saline. 

The biological activity of the fractions after
3 months of storage was studied in a model of 
3rd-degree burns in rats [15]. Three-months aged 
white outbred rats of 140–150g body weight were 
used in the experiments. A 3rd-degree burn (according 
to clinical classifi cation of burns) was reproduced
by applying of a copper applicator with an area
of 6.25 cm2, heated up to 200°C within 10 s to a 
shaved skin of the animal’s back in pelvic region.
The degree of burn when using this technique is 
confi rmed by histology analysis described previous-
ly [15].

Experimental animals after a thermal burn si-
mulation were divided into groups (n = 7 in each), 
which for 14 days daily, starting from the day after
the burn application, were intramuscularly injected 
with: 1 (control) – physiological saline in an equiva-
lent volume; 2 – low molecular weight fraction
of cattle cord blood after storage in a lyophilized
state at 4°C; 3 – low molecular weight fraction 
of cattle cord blood after storage at –80°C; 4 – 
pharmacological comparator Actovegin (Nicomed, 
Austria). The dosage of drugs was calculated in 
accordance with the therapeutic dose of Actovegin, 
specifi ed in the instructions for this drug: 1.2 mg 
of dry matter per 100 g of animal weight. Also,
the experiment involved intact animals, not exposed 
to any eff ects (group 5).

The area of the wounds was evaluated on days 
3, 7, 14 and 21 of the experiment. With this aim
the wounds were photographed with a digital 
camera and processed using the PaintShop Pro 2.0 
software (Corel Corporation, Canada), which enab-
les calculating an irregular surface area.

The number of leukocytes in peripheral blood
of rats was counted in the Goryaev’s chamber 
according to the unifi ed method [13] within the 
established experiment time frames. The phago-
cytic activity of rat peripheral blood leukocytes
was studied according to the method of O.E. Ro-
zanova et al. [18]. An inactivated daily culture of 
Staphylococcus aureus strain N 209 in physiolo-
gical saline at a concentration of 2 billion cells/ 
ml was used as an object of phagocytosis. For 
the phagocytosis a 96-well plate was used (for 
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ли цифровой камерой и обрабатывали с исполь-
зованием программного пакета «PaintShop Pro 
2.0» («Corel Corporation», Канада), позволяющего 
рассчитать площадь поверхности неправильной
формы. 

Количество лейкоцитов в периферической 
крови крыс в установленные сроки экспери-
мента подсчитывали в камере Горяева согласно 
унифицированному методу [7]. Фагоцитарную 
активность лейкоцитов периферической крови 
крыс исследовали по методу О.Е. Розановой и
соавт. [10]. В качестве объекта фагоцитоза ис-
пользовали инактивированную суточную куль-
туру Staphylococcus aureus штамм № 209 в фи-
зиологическом растворе в концентрации 2 млрд 
клеток/мл. Для постановки реакции фагоцитоза 
использовали 96-луночный планшет (для им-
мунологического тестирования), в необходимое
количество лунок вносили по 100 мкл гепари-
низированной крови и по 50 мкл микробной сус-
пензии. После инкубации в воздушном тер-
мостате при температуре 37°C в течение 45 и
120 мин делали мазки, фиксировали раство-
ром эозина и метиленового синего (по Май-
Грюнвальду) и окрашивали раствором азура и 
эозина (по Романовскому). Окрашенные мазки 
анализировали с помощью светового микрос-
копа («PZO-Warszava», Польша) под иммерсией 
(ок. 8, об. 100). Определяли количество фагоци-
тирующих нейтрофилов – фагоцитарный индекс 
(ФИ, %), среднее количество микробных тел
на один нейтрофил – фагоцитарное число (ФЧ, 
абс. ед.) после 45 и 120 мин инкубации и индекс 
завершенности фагоцитоза (ИЗФ, отн. ед.) – от-
ношение фагоцитарного числа после 45-минут-
ной инкубации к фагоцитарному числу после 
120-минутной инкубации, характеризующее пе-
реваривающую активность нейтрофилов.

Эксперименты были проведены в соответ-
ствии с Законом Украины «О защите животных 
от жестокого обращения (№3447-IV от 21.02.
2006) при соблюдении требований Комитета 
по биоэтике Института, согласованных с поло-
жениями «Европейской конвенции о защите поз-
воночных животных, используемых для экс-
периментальных и других научных целей» 
(Страсбург, 1986).

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с использованием про-
граммы «Statgraphics plus for Windows 2.1» 
(«Manugistics Inc.», США) по непараметри-
ческому критерию Манна-Уитни. Эксперимен-
тальные данные приведены как среднее ариф-
метическое ± среднее квадратическое отклоне-
ние. 

immunological testing), 100 μl heparinized blood 
and 50 μl microbial suspension were added to
the required number of wells. After incubation in
an air thermostat at a temperature of 37°C for 45 
and 120 minutes, the smears were made, fi xed
with a solution of eosin and methylene blue (accor-
ding to May-Grunwald) and stained with azur and 
eosin solution (according to Romanowsky). Stained 
smears were analyzed using a light microscope 
(PZO-Warszawa, Poland) with an immersion (eye 
piece 8, × 100). There were determined a number 
of phagocytic neutrophils, i. e. phagocytic index 
(PI,%), an average number of microbial bodies
per neutrophil, i. e. phagocytic number (PN, abs.
units) after 45 and 120 min of incubation and 
the index of phagocytosis completion (IPC, rel. 
units) the ratio of the phagocytic number after a 
45-minute incubation to the phagocytic number
after a 120-minute incubation, which characterizes 
the digesting activity of neutrophils.

The experiments were carried out in accor-
dance with the Law of Ukraine 'On the Protection 
of Animals Against Cruelty (N 3447-IV dated of 
February 21st, 2006), subject to the requirements 
of the Institute’s Bioethics Committee, consistent 
with the provisions of the European Conven-
tion for the Protection of Vertebrate Animals Used 
for Experimental and other scientifi c purposes' 
(Strasbourg, 1986).

The results were statistically processed using 
the Statgraphics plus for Windows 2.1 (Manugistics 
Inc., USA) software according to the nonparametric 
Mann-Whitney criterion. The experimental data 
are presented as arithmetic mean ± standard devia-
tion.

Results and discussion
The results of studying the healing dynamics 

for burn wounds in experimental animals with an 
introduced low molecular weight fraction of cord 
blood after storage are shown in Fig. 1. The data 
obtained indicate that in the groups of animals after 
the introduction of a lyophilized low molecular 
weight fraction, the fraction stored at –80°C, and 
Actovegin comparator, the wound healing rate
was higher than in the control group. Thus on
day 14 of the experiment the rats of groups 
2–4 demonstrated a statistically signifi cant decrease
in the wound surface area if compared with the
control by an average of 43.7–62.5%. However,
no strong diff erences of this index between groups 2
and 3, injected with a lyophilized fraction or
a low molecular weight fraction after storage at 
–80°C, were found during all observation pe-
riods (Fig. 1).
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Результаты и обсуждение
Результаты исследования дина-

мики заживления ожоговых ран 
у экспериментальных животных 
при введении низкомолекулярной 
фракции кордовой крови после
хранения приведены на рис. 1. По-
лученные данные свидетельствуют
о том, что в группах животных 
после введения лиофилизирован-
ной низкомолекулярной фракции, 
фракции, хранившейся при –80°C,
и препарата сравнения «Актове-
гин» скорость заживления раны
была выше, чем в контрольной 
группе. Так, к 14-м суткам экспе-
римента у крыс групп 2–4 отмече-
но статистически значимое умень-
шение площади раневой поверх-
ности по сравнению с контролем 
в среднем на 43,7–62,5%. Однако 
значимых отличий данного пока-
зателя между группами 2 и 3, ко-
торым вводили лиофилизирован-
ную фракцию или низкомолеку-
лярную фракцию после хранения

Burn injury is often accompanied with the 
appearance of a systemic infl ammatory response, 
which can manifest itself in the development 
of leukocytosis and impaired functions of the 
body phagocytic system [1, 21]. In our studies, a 
signifi cant increase in leukocyte count a thermal 
burn after modeling was found, which remained 
at the same level for 7 days in the animals of all 
groups (Fig. 2). The introduction of CBFL, CBF
and Actovegin statistically and signifi cantly redu-
ced this index by day 14 of the experiment if com-
pared with the control. The number of leukocytes
in peripheral blood of rats, injected with the 
investigated fractions and the comparator drug, 
reached the norm (group of intact animals) on day
21 after the burn. Analysis of the content of leu-
kocytes at all periods of the experiment did not 
reveal signifi cant diff erences in the groups of ani-
mals injected with the studied fractions, if compa-
red with Actovegin. In the control group, this index 
remained above the norm during all the periods
of observation.

Among the factors of nonspecifi c protection, 
ensuring a body adaptation to post-aggressive 
conditions, the phagocytosis plays an important 
role. It was established that under the infl uence of 
burn injury, a marked disorder of the function of 
macrophages and polymorphonuclear leukocytes 
occurred with a predominant change in intracellu-

Рис. 1. Изменение площади ожоговых ран у экспериментальных жи-
вотных после введения низкомолекулярной (до 5 кД) фракции кор-
довой крови крупного рогатого скота, подвергнутой разным режимам 
хранения, и препарата сравнения «Актовегин» в группах 1 (■); 2 (□);
3 (■); 4 (■). * – отличия статистически значимы по сравнению с конт-
рольной группой, р < 0,05.
Fig. 1. Change in burn wound area in experimental animals after introduction 
of low molecular (below 5kDa) cattle cord blood fraction subjected to diff erent 
storage regimens, as well as Actovegin comparator drug in groups 1 (■),
2 (□), 3 (■), 4 (■). * – diff erences are signifi cant if compared with the control 
group, p < 0.05. 
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при –80°C, в течение всех сроков наблюдения
не выявлено (рис. 1).

Ожоговая травма часто сопровождается раз-
витием системного воспалительного ответа, что 
может проявляться в развитии лейкоцитоза и
нарушении функций фагоцитарной системы ор-
ганизма [6, 14]. В наших исследованиях уста-
новлено значимое повышение содержания лей-
коцитов после моделирования термического ожо-
га, сохранявшееся на этом же уровне в течение 
7-ми суток у животных всех групп (рис. 2). Вве-
дение ФККЛ, ФКК и «Актовегина» статистиче-
ски значимо снижало данный показатель к 14-м 
суткам эксперимента по сравнению с контролем. 
Количество лейкоцитов в периферической кро-
ви крыс, которым вводили исследуемые фрак-
ции и препарат сравнения, достигало показа-
теля нормы (группа интактных животных) на 
21-е сутки после ожога. Анализ содержания лей-
коцитов на всех сроках эксперимента не выя-
вил значимых отличий в группах животных, ко-
торым вводили исследуемые фракции, по срав-
нению с «Актовегином». В контрольной группе
этот показатель оставался выше нормы в течение 
всех сроков наблюдения. 

Среди факторов неспецифической защиты, 
обеспечивающих адаптацию организма к пост-
агрессивным состояниям, важная роль отводит-
ся фагоцитозу. Установлено, что под влиянием 
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ожоговой травмы происхо-
дит выраженное нарушение 
функции макрофагов и по-
лиморфоядерных лейкоци-
тов с преимущественным
изменением процесса внут-
риклеточного лизиса бакте-
рий, что приводит к развитию 
инфекции [6, 20]. Данный 
факт определяет практичес-
кую значимость тест-систе-
мы, используемой в настоя-
щей работе. 

Анализ фагоцитарной ак-
тивности нейтрофилов пе-
риферической крови крыс
показал, что после модели-
рования термического ожо-
га снижалась поглотительная 
(ФЧ) и переваривающая (ИЗФ)
активность клеток (табли-
ца). Так, на 3-и сутки наблю-
дения ФЧ45 в контрольной 
группе (после 45 мин инку-
бации крови со стафилокок-
ком) снижалось на 38,4% по 
сравнению со значением ин-
тактных животных. Иссле-

lar lysis of bacteria, that led to the development
of infection [14, 21]. This fact determines a practi-
cal signifi cance of the test system used in this work.

An analysis of phagocytic activity of rat peri-
pheral blood neutrophils showed that after mode-
ling a thermal burn, the absorbing (PN) and diges-
ting (IPC) cell activity decreased (Table). So, on 
day 3 of observation in the control group the value 
of PN45 (after 45 min of incubation of blood with 
staphylococcus) reduced by 38.4% if compared with 
the one for intact animals. The studied parameter 
in the control returned to the norm on day 21 of
the experiment. In groups of animals, injected with 
the fractions after storage in a lyophilized state
or at –80°C and the comparator drug, a diff erent 
dynamics of neutrophil PN45 was observed. In
rats treated with Actovegin injections, already 
on the 3rd day, the PS45 neutrophil value was at
the normal level (26.2 ± 1.1) and (27.6 ± 1.3) abs.
accordingly, it did not change during the expe-
riment. In group 2, on day 7 this index was signi-
fi cantly increased (30.8%) if compared with the
control and it normalized on day 14 of observa-
tion. At the same time, the value of PN45 on day 7
in animals of group 3 did not signifi cantly dif-
fer from the control, but by day 14 it reached the
norm.

Рис. 2. Содержание лейкоцитов в периферической крови крыс после мо-
делирования термического ожога III степени и введения низкомолекуляр-
ной (до 5 кД) фракции кордовой крови крупного рогатого скота, подверг-
нутой разным режимам хранения, и препарата сравнения «Актовегин» в
группах 1 (■), 2 (□), 3 (■), 4 (■), 5 (■). * – отличия статистически значимы по
сравнению с контрольной группой, # – отличия статистически значимы
по сравнению с нормой; р < 0,05.
Fig. 2. Content of leukocytes in peripheral blood of rats after simulation 
of 3-degree burn and introduction of low molecular (below 5kDa) cattle
cord blood fraction subjected to diff erent storage regimens, as well as Acto-
vegin comparator drug in groups 1 (■), 2 (□), 3 (■),  4 (■), 5 (■). * – diff eren-
ces are signifi cant if compared with the control group, # – diff erences are signi-
fi cant if compared with the norm, p < 0.05. 
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дуемый показатель в контроле нормализовался
к 21-м суткам эксперимента. В группах живот-
ных, которым вводили фракции после хране-
ния в лиофилизированном состоянии или при 
–80°C и препарат сравнения, наблюдалась иная 
динамика ФЧ45 нейтрофилов. У крыс, получав-
ших инъекции «Актовегина», уже на 3-и сут-
ки значение ФЧ45 нейтрофилов было на уровне 
нормы (26,2 ± 1,1) и (27,6 ± 1,3) абс. ед. соот-
ветственно и не изменялось в течение экспери-
мента. В группе 2 на 7-е сутки этот показатель 
значимо повышался (30,8%) по сравнению с 
контролем и нормализовался на 14-е сутки наб-
людения. В то же время значение ФЧ45 на 7-е сут-
ки у животных группы 3 значимо не отличалось
от контрольного, но к 14-м суткам достигало
нормы. 

Для наиболее полной характеристики функ-
ционального состояния лейкоцитов крови крыс 
определяли показатель, отражающий перева-
ривающую активность клеток, – ИЗФ. Данный 
индекс характеризует отношение среднего чис-
ла фагоцитированных микробных тел (ФЧ45)
к среднему числу неразрушенных микробных
тел (ФЧ120). Завершенным в этом случае счи-
тается фагоцитоз при показателе более еди-
ницы [10]. Динамика ИЗФ, сниженного в ре-
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зультате нанесения ожоговой травмы, в контроль-
ной группе животных прямо коррелировала с 
показателем поглотительной активности нейт-
рофилов (таблица). В контроле ИЗФ ((1,02 ± 0,05) 
отн. ед.) достигал значения нормы ((1,10 ± 0,03) 
отн. ед.) к 21-м суткам эксперимента. У крыс,
которым вводили лиофилизированную низко-
молекулярную фракцию и фракцию после хра-
нения при –80°C, данный показатель имел тен-
денцию к нормализации уже на 7-е сутки и был 

For the most profound assessment of a func-
tional state of rat blood leukocytes, an index 
refl ecting the digesting activity of the cells IPC 
was determined. It characterizes the ratio of the 
mean of phagocytized microbial bodies (PN45) 
to that of intact microbial bodies (PN120). In this 
case, phagocytosis is considered as complete when 
the index is more than unity [18]. The dynamics of 
IPC decreased as a result of applying a burn injury 
in the control group of animals directly correlated 

Примечание:  *– отличия статистически значимы по сравнению с контрольной группой, р < 0,05. 
Note: *– diff erences are statistically signifi cant if compared with the control, р < 0.05. 

Показатели фагоцитарной активности нейтрофилов периферической крови крыс после моделирования 
термического ожога III степени и введения низкомолекулярной (до 5 кД) фракции кордовой крови 

крупного рогатого скота, подвергнутой разным режимам хранения
Phagocyte activity of neutrophils of rat peripheral blood after simulation of 3-degree burn and introduction 

of low molecular (below 5 kDa) cattle cord blood fraction subjected to diff erent storage regimens

Группа животных 
Group of animals 

Сроки наблюдения, сутки
Observation terms, days

Показатель фагоцитарной активности 
Phagocyte activity indices

ФИ45, % 
PI45, % 

ФИ120, % 
PI120, %

ФЧ45, абс. ед. 
PN45, absolute 

units 

ФЧ120, абс. ед. 
PN120, absolute 

units

ИЗФ (ФЧ45/ФЧ120) 
IPC (PN45/PN120)

Группа 5
Group 5 0 65,0 ± 1,3 70,3 ± 1,0 27,6 ± 1,3 25,0 ± 1,2 1,10 ± 0,03

Группа 1
Group 1

3

73,1 ± 1,0 65,0 ± 2,0 17,0 ± 1,0 19,1 ± 1,3 0,89 ± 0,05

Группа 2 
Group 2 60,1 ± 0,7 65,0 ± 0,9 18,0 ± 1,1 20,1 ± 1,0 0,90 ± 0,05

Группа 3 
Group 3 55,4 ± 1,5 61,2 ± 1,0 18,1 ± 0,9 18,8 ± 0,6 0,96 ± 0,06

Группа 4
Group 4 56,5 ± 1,5 60,2 ± 2,1 26,2 ± 1,1* 24,7 ± 1,0 1,06 ± 0,05*

Группа 1
Group 1

7

57,2 ± 1,5 52,8 ± 3,0 18,2 ± 1,3 22,0 ± 1,3 0,83 ± 0,02

Группа 2 
Group 2 65,0 ± 0,9 68,2 ± 0,6 23,8 ± 1,5* 24,5 ± 0,7 0,97 ± 0,02

Группа 3 
Group 3 60,3 ± 1,6 63,4 ± 1,6 20,0 ± 0,7 21,0 ± 0,9 0,95 ± 0,05

Группа 4
Group 4 69,0 ± 0,8 70,2 ± 0,5 27,1 ± 1,5* 26,5 ± 0,6 1,02 ± 0,02*

Группа 1
Group 1

14

65,3 ± 1,5 60,0 ± 0,9 19,4 ± 1,3 22,0 ± 0,9 0,88 ± 0,01

Группа 2 
Group 2 70,1 ± 0,7 67,2 ± 0,6 25,1 ± 0,9* 22,8 ± 1,1 1,10 ± 0,03*

Группа 3 
Group 3 62,9 ± 2,0 68,0 ± 1,6 26,0 ± 0,6* 24,9 ± 1,0 1,04 ± 0,05*

Группа 4
Group 4 70,7 ± 0,9 73,3 ± 2,5 29,0 ± 1,8* 24,2 ± 0,9 1,20 ± 0,04*

Группа 1
Group 1

21

63,2 ± 3,0 67,1 ± 2,0 25,2 ± 0,9 24,7 ± 1,1 1,02 ± 0,05

Группа 2 
Group 2 68,8 ± 0,9 69,0 ± 1,2 27,9 ± 1,2 24,5 ± 0,6 1,14 ± 0,03

Группа 3 
Group 3 66,1 ± 0,6 70,1 ± 2,6 26,0 ± 1,3 24,1 ± 1,03 1,08 ± 0,08

Группа 4
Group 4 69,8 ± 0,9 75,6 ± 2,0 27,5 ± 0,7 23,5 ± 1,1 1,17 ± 0,04
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значительно выше контрольного. На 14-е сутки 
после введения исследуемых фракций ИЗФ нор-
мализовался. Необходимо отметить тот факт, что 
значимых отличий ИЗФ между группами 2 и 3
не выявлено. В группе 4 ИЗФ ((1,06 ± 0,05) отн.
ед.) уже на 3-и сутки достигал значений ин-
тактных животных ((1,10 ± 0,03) отн. ед.).

Фагоцитарный индекс отображает процент
активных нейтрофилов, фагоцитирующих мик-
роорганизмы. Существенных изменений ФИ по-
сле моделирования термического ожога, а также
в течение эксперимента во всех группах жи-
вотных не установлено. 

Таким образом, в проведенной нами работе 
после моделирования термического ожога IIIВ 
степени у крыс установлено значимое снижение 
фагоцитарной активности нейтрофилов пери-
ферической крови на фоне выраженного лей-
коцитоза. Внутримышечное введение ФКК или 
ФККЛ, а также препарата сравнения «Актове-
гин» значимо влияло на исследуемые показа-
тели. Низкомолекулярная фракция, подвергну-
тая лиофилизации и хранению при 4°C, облада-
ла сходным действием с фракцией, находящейся 
в виде раствора и хранившейся при температуре 
–80°C. На 14-е сутки отмечено значимое сниже-
ние содержания лейкоцитов в крови животных 
экспериментальных групп по сравнению с кон-
трольной. Однако значимых отличий после вве-
дения экспериментальным животным ФККЛ и 
ФКК в скорости заживления раневой поверх-
ности и содержании лейкоцитов в крови на всех 
сроках эксперимента не выявлено. При этом уста-
новлено, что введение фракции, подвергнутой 
лиофилизации, нормализовало поглотительную 
активность нейтрофилов периферической крови
в более ранние сроки по сравнению с показате-
лем группы, получавшей инъекции низкомо-
лекулярной фракции после хранения при –80°C.

Ранее нами было показано, что низкомо-
лекулярная фракция кордовой крови крупного 
рогатого скота, являющаяся аналогом по моле-
кулярной массе «Актовегину», обладает выра-
женным иммуномодулирующим действием in 
vitro [17]. На основании результатов ингибитор-
ного анализа и исследования транспорта глю-
козы, полученных А.К. Гулевским и соавт. [18], 
мы предполагаем, что стимулирующий эффект 
фракции в условиях in vitro обусловлен непос-
редственным участием ее компонентов в реак-
циях энергетического метаболизма клеток, что 
является одним из факторов повышения показа-
телей их функционального состояния. На основа-
нии данных литературы и результатов собствен-
ных исследований [3, 4, 11, 18, 21], можно пред-

with the absorption activity of neutrophils (Table).
In the control the IPC ((1.02 ± 0.05) rel. units) rea-
ched the norm ((1.10 ± 0.03) rel. units) by the 21st day
of experiment. In rats, injected with a lyophilized
low molecular weight fraction and the one after 
storage at –80°C, this index tended to normalize 
already on day 7 and was signifi cantly higher than 
the control. On day 14 after the administration
of the studied fractions, the IPC normalized. It 
should be noted that no signifi cant diff erences in
IPC between groups 2 and 3 were revealed. In
group 4 the IPC ((1.06 ± 0.05) relative units) even
on day 3 reached the values of intact animals ((1.10 ± 
± 0.03) rel. units).

The phagocytic index refl ects the percentage
of active neutrophils that phagocytize microorga-
nisms. Signifi cant changes in PI after modeling
a thermal burn, as well as during the experiment, 
were not found in all groups of animals.

Thus, in our work, after modeling a 3-degree 
thermal burn in rats, a signifi cant decrease in pha-
gocytic activity of peripheral blood neutrophils 
was found one background of severe leukocytosis. 
Intramuscular administration of CBF or CBFL, as
well as the comparator drug Actovegin strongly 
infl uenced the studied parameters. The low mo-
lecular weight fraction subjected to lyophiliza-
tion and storage at 4°C had a similar eff ect with 
the fraction in the form of a solution and stored
at a temperature of –80°C. On day 14 a signifi -
cant decrease in the leukocyte content in blood 
of animals of experimental groups was noted if 
compared with the control. However no indicative 
diff erences after the introduction to experimental 
animals of CBFL and CBF as for healing rate of 
the wound surface and content of leukocytes in 
blood at all periods of the experiment were detec-
ted. Moreover, it was noted that the introduction
of the fraction subjected to lyophilization norma-
lized the absorption activity of peripheral blood 
neutrophils earlier than in the group, injected
with low molecular weight fraction after storage
at –80°C.

We have previously shown that the low molecular 
weight fraction of cattle cord blood, which is
an analogue in molecular weight to Actovegin,
has a pronounced immune modulating eff ect in
vitro [8]. Based on the results of an inhibitory ana-
lysis and studies of glucose transport obtained by
A.K. Gulevskyy et al. [9], we suggest that the 
stimulating eff ect of the fraction in vitro is ex-
plained by a direct involvement of its components 
into energy metabolism of cells, which is one
of the factors that increase their functional state. 
Considering the published data and the results of
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положить, что механизм действия низкомоле-
кулярной фракции кордовой крови обусловлен 
как непосредственным влиянием компонентов 
фракции на клетки, так и опосредованным дейст-
вием на характер воспалительной реакции в 
системе организма в целом за счет стабилиза-
ции энергетического потенциала путем стиму-
ляции процессов потребления кислорода, транс-
порта и утилизации глюкозы, повышения уровня 
АТФ, АДФ, фосфокреатина.

Известно, что биологические структуры раз-
ной степени организации (клетки, органоиды, 
комплексы макромолекул и макромолекулы раз-
ной природы) могут повреждаться под влиянием 
низких температур и лиофилизации вследствие 
физико-химических факторов (обезвоживание, 
изменение рН среды, повышение концентра-
ции электролитов) [13, 19]. Результатами тако-
го влияния являются денатурация белков, пов-
реждение мембран клеток и органоидов, разрыв
межмолекулярных связей и т. д. К действию
указанных факторов менее чувствительны низ-
комолекулярные вещества (пептиды, полисаха-
риды, аминокислоты, нуклеотиды), поэтому они
могут сохраняться определенное время в лиофи-
лизированном состоянии или при умеренно низ-
ких температурах (–80…–130°C). 

При температуре –80°C с биомолекулами еще 
остается прочносвязанная вода, что способст-
вует их низкотемпературной стабилизации [13]. 
Выбранный способ лиофилизации с остаточной
влажностью 1–2% в высушенном биопрепа-
рате позволяет поддерживать конформацию био-
полимеров, которые после регидратации не
утрачивают своих биологических свойств. Пред-
варительное замораживание образца фикси-
рует его молекулярную структуру, а дальнейшая 
сушка в режиме криосублимации практически
угнетает окислительные процессы, так как диф-
фузия молекулярного кислорода крайне затруд-
нена в замороженном состоянии, и образец по-
стоянно находится в вакууме и не контактирует
с кислородом [9, 16]. Это определяет перспек-
тиву хранения образцов в данных условиях.

Выводы
Результаты проведенных исследований по-

казали, что хранение низкомолекулярной фрак-
ции кордовой крови в лиофилизированном сос-
тоянии или в виде раствора при –80°C не сни-
жает ее ранозаживляющую активность. Указан-
ные фракции после 90-суточного хранения со-
храняли биологическую активность, сравнимую 
с действием препарата «Актовегин», по таким 
показателям, как сокращение площади ожого-

our own studies [7, 9, 10, 16, 19], it can be assu-
med that the mechanism of action of low mole-
cular weight fraction of cord blood is explained 
with both a direct infl uence of the fraction com-
ponents on cells, and an indirect eff ect on in-
fl ammation character in a body in a whole due 
to energy potential stabilization by means of sti-
mulation of oxygen consumption, transport and 
utilization of glucose, increasing the level of ATP, 
ADP, phosphocreatine.

It is known that cells, organoids, complexes of 
macromolecules and macromolecules of diff erent 
nature can be damaged under the infl uence of 
low temperatures and lyophilization due to phy-
sicochemical factors (dehydration, change in pH, 
increase in electrolyte concentration) [6, 12]. The 
results of these eff ects are protein denaturation, 
damage to cell membranes and organoids, breaking 
of molecule-to-molecule bonds, etc. Low mole-
cular weight substances (peptides, polysaccha-
rides, amino acids, nucleotides) are less sensitive to 
these factors; therefore, they can remain for a cer-
tain time in a lyophilized state or at moderately
low temperatures (–80...–130°С).

At a temperature of –80°C, there is still a tight 
bond of water with the biomolecules, that contri-
butes to their low temperature stabilization [6]. 
The selected method of lyophilization with a 1–
2% residual moisture content in a dried biological 
sample allows maintaining the conformation of 
biopolymers, which after rehydration do not lose 
their biological properties. Preliminary freezing of 
the sample fi xes its molecular structure, and fur-
ther drying in a cryosublimation mode practically 
inhibits oxidative processes, since the diff usion of 
molecular oxygen is extremely complicated in a 
frozen state, and the sample is in vacuum constantly 
and does not contact with oxygen [5, 17]. This 
determines the prospect of storing the samples
under these conditions.

Conclusions
The fi ndings demonstrated that storage of a low

molecular weight fraction of cord blood either in
a lyophilized state or as a solution at –80°C did 
not reduce its wound healing activity. These frac-
tions after 90 days of storage retained biological 
activity comparable to the one of Actovegin drug
in such indices as a reduced burn wound area, 
level of leukocytes and phagocytic activity of neut-
rophils in peripheral blood after simulation of a 
3-degree thermal burn. The results obtained suggest
that storage of a low molecular weight fraction
of cattle cord blood in a lyophilized state at 4°C
is a practically expedient and cost-eff ective method.
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вой раны, уровень лейкоцитов и фагоцитарной 
активности нейтрофилов в периферической кро-
ви после моделирования термического ожога 
III степени. Полученные результаты позволяют 
предположить, что хранение низкомолекуляр-
ной фракции кордовой крови крупного рогатого
скота в лиофилизированном состоянии при 4°C 
является практически и экономически оправ-
данным способом.
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