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изменение морфологических характеристик клеток  
цельной человеческой крови и сгустков свиной крови 
при различных способах ее хранения

К.Д. Топчу1, Е.М. Пономарчук1, А.В. Кунтурова1, П.Б. Росницкий1,  
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Введение. Для отсроченного проведения исследований по акустическому воздействию на образцы 
 коагулированной крови как модели внутренних гематом человека необходимо определение способа ее 
хранения, минимизирующего изменения ее морфологических характеристик. 
Цель работы – сравнение различных способов и оценка допустимого времени хранения жидкой  
и коагулированной цельной крови с использованием методов ультраструктурного анализа.
Материалы и методы. В качестве образцов жидкой крови использовали цельную человеческую кровь, 
хранившуюся в течение 7 суток с антикоагулянтом цитрат–фосфат–декстроза (ЦФД) и в течение 9 суток 
с добавлением солевого раствора аденин–глюкоза–маннит (САГМ). Для моделирования гематом приме-
няли свиную кровь, коагулированную естественным образом сразу после забора и затем хранившуюся 
в течение 2 суток в полиакриламидном геле, физиологическом растворе и геле из агара. Каждые сутки 
осуществляли забор содержимого образцов, его подготовку и анализ с помощью сканирующей электрон-
ной микроскопии. При хранении цельной крови с антикоагулянтом также каждый день проверяли воз-
можность и скорость ее коагуляции путем добавления 25 ммоль раствора CaCl2. 
Результаты. Было показано, что в течение 5 суток хранения цельной крови в ЦФД изменения морфо-
логических свойств эритроцитов проявляются незначительно вне зависимости от присутствия САГМ. 
К 7-м суткам заметно растет степень эхиноцитоза и агрегации эритроцитов, что несколько сдерживается 
добавлением САГМ. Время свертывания крови с помощью раствора не изменялось в течение срока хра-
нения и находилось в пределах 10–12 минут при температуре +37°С. Также выявлено, что при хранении 
коагулированной крови в геле из агара морфология клеток сохраняется. Хранение в физиологическом 
растворе приводит к уменьшению видимой части фибриновых волокон, а в полиакриламидном геле – к 
заметному гемолизу уже спустя сутки хранения.
Заключение. С целью отсроченного использования сгустков цельной крови при сохранении ее морфоло-
гических характеристик предпочтительны либо хранение цельной крови в некоагулированном состоянии 
и коагуляция непосредственно перед исследованием, либо хранение сгустков крови в контейнере из 
агарового геля.
Ключевые слова: хранение крови, антикоагулянт, цитрат–фосфат–декстроза, солевой раствор аденин–
глюкоза–маннит, гематома, сканирующая электронная микроскопия, гистотрипсия.
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человеческой крови и сгустков свиной крови при различных способах ее хранения. Клин. эксп. морфо-
логия. 2019;8(4):42–48. DOI:10.31088/CEM2019.8.4.42-48
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Changes of morphological characteristics of whole human blood and porcine coagulated blood 
cells depending on a storage method
K.D. Topchu1, E.M. Ponomarchuk1, A.V. Kunturova1, P.B. Rosnitsky1,  
T.D Khokhlova2, Y.N. Wang3, V.A. Khokhlova1,3, S.V. Buravkov4

1  Lomonosov Moscow State University, Faculty of Physics, Moscow, Russia 
2  Department of Medicine, Division of Gastronenterology, Seattle, USA
3  Center for Industrial and Medical Ultrasound, University of Washington, Seattle, USA
4  Lomonosov Moscow State University, Faculty of Fundamental Medicine, Moscow, Russia

Introduction. For delayed studies on the acoustic exposure of coagulated blood samples as a model of human 
internal hematomas, it is necessary to find a method for storing blood that minimizes changes of its morphologi-
cal characteristics. The aim of the study was to compare various methods and assess the possible storage time 
of uncoagulated and coagulated whole blood by means of the ultrastructural analysis.
Materials and methods. Whole human blood was used as a sample of uncoagulated blood, stored for seven days 
with the anticoagulant Citrate Phosphate Dextrose (CPD), and nine days with the Saline Adenine Glucose Ma
nnitol Solution (SAGM). Porcine blood was used as hematoma model, coagulated naturally immediately after 
collection and then stored for two days in a polyacrylamide gel, saline and agar gel. Daily, the contents of the 
samples was collected, processed and analyzed by means of the scanning electron microscopy. Upon whole 
blood storage with an anticoagulant, the possibility and rate of its coagulation was also controlled every day by 
adding 25 mmol CaCl2 solution.
Results. Morphological characteristics of red blood cells have changed slightly regardless of the presence of 
SAGM within five days of whole blood storage in the CPD. By the 7th day of storage, degree of echinocytosis 
and aggregation of erythrocytes has considerably increased, which is slightly constrained by the addition of 
SAGM. The coagulation time with CaCl2 solution has not changed during the storage period and was within 
10–12 minutes at a temperature of +37°C. It was also shown that coagulated blood storage in agar gel preserved 
morphological properties of the cells. Storage in saline leads to the loss of fibrin fibers, and in polyacrylamide 
gel – to considerable hemolysis after a day of storage.
Conclusion. For the purpose of delayed use of whole blood clots with maintained morphological characteristics 
of the cells, it is preferable to store the whole blood uncoagulated and coagulate it right before the study, or to 
store blood clots in an agar gel container.
Keywords: blood storage, anticoagulant, citrate phosphate dextrose, saline adenine glucose mannitol solution, 
hematoma, scanning electron microscopy, histotripsy.
Corresponding author: Kseniya D. Topchu.E-mail: topchu.kd17@physics.msu.ru
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В настоящее время активно ведутся исследования, 
направленные на изучение свойств и характеристик 
крови [1, 2]. При этом интерес представляет изучение 
свойств крови не только в жидком, но и в коагулиро-
ванном состоянии. Одним из примеров таких иссле-
дований в области медицинской акустики является 
возможность неинвазивного разрушения внутренних 
гематом человека мощным фокусированным ультразву-
ком (в англоязычной литературе – high intensity focused 
ultrasound, HIFU) [3]. Предлагаемый способ направлен 
на расширение используемых сегодня хирургических 
методов удаления крупных гематом с целью ускорения 
лечения и восстановительного периода, а также предот-
вращения послеоперационных осложнений. 

Метод механического разрушения биологической 
ткани с помощью мощного фокусированного ультра-
звука (гистотрипсия) уже используется в течение по-
следних двух десятилетий для различных клинических 
приложений [4]. Суть метода состоит в импульсном 
воздействии на ткань, при котором взаимодействие 
каждого из импульсов с образующейся в фокальной 
области ультразвукового излучателя парогазовой по-
лостью либо кавитационным облаком приводит к раз-
дроблению ткани на мелкие фрагменты субклеточных 
размеров (рис. 1 А). При разрушении гематомы полу-
ченная суспензия разжиженной ткани впоследствии 
может быть удалена путем аспирации тонкой иглой 
(рис. 1 Б), тем самым снижая боль и уменьшая отсро-
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ченные эффекты инвазивного вмешательства. Помимо 
прямого клинического приложения модель гематомы 
также является наиболее простым фантомом биоло-
гической ткани, ее использование в акустическом экс-
перименте позволяет тестировать ультразвуковые уста-
новки HIFU и оптимизировать протоколы облучения 
иных видов тканей [3, 5].

Хранение клеток крови в растворе, проявляющем 
антикоагулянтное или консервационное действие, мо-
жет повлиять на их морфологические характеристики. 
Например, ранее были предоставлены косвенные до-
казательства, что при хранении клеток крови с анти-
коагулянтом ЦФД (цитрат–фосфат–декстроза) и доба-
вочным консервационным раствором САГМ (солевой 
раствор аденин–глюкоза–маннит), питающим клетки 
крови и поддерживающим ее функции, они претерпева-
ют повреждения в меньшей степени, чем при хранении 
в ЦФДА (цитрат–фосфат–декстроза–аденин) [6]. Также 
высказывалось предположение, что хранение эритро-
цитов в ЦФД–САГМ может быть схожим с процессом 
старения клеток крови in vivo в отличие от других спо-
собов хранения. Наряду с этим отмечалось, что при 
хранении цельной крови присутствие консервантов 
сдерживает метаболические изменения эритроцитов, 
в частности, приводящие к их агрегации [7].

В соответствии с руководствлом ВОЗ [8] клетки 
крови, помещенные в среду гемоконсерванта, реко-
мендуется хранить до 30–35 дней. При этом их мор-
фологические и физиологические характеристики 
могут изменяться в течение этого периода, однако 
восстанавливаться после переливания. При подготов-
ке образцов гематом для акустического эксперимента 
по облучению сгустков крови критичным является 
сохранение морфологических характеристик клеток 
крови именно в момент коагуляции. Кроме того, при 
нарушении герметичности упаковки, содержащей 
кровь, что связано с периодическим забором биоло-
гического материала, изменения могут проявляться 
на более ранних сроках.

Результаты исследования свойств клеток крови при 
хранении эритроцитарной массы отдельно от плазмы 
свидетельствуют об обратимости изменений, проис-

ходящих при хранении эритроцитов в течение первых 
двух недель [9, 10]. К ним относится, например, ранняя 
стадия эхиноцитоза [7, 11]. Повреждения, наступающие 
после 4 недель хранения (снижение эластичности стен-
ки эритроцита, изменение его диаметра, появление вы-
ростов на его поверхности, образование везикул), как 
правило, необратимы [10]. В исследованиях по ультра-
звуковому воздействию на сгустки крови критичными 
могут оказаться и обратимые изменения эритроцитов, 
если они влияют на гемореологические свойства кро-
ви: вязкость, упругость мембраны клеток, индекс де-
формируемости и т.д., поскольку отклик облучаемого 
сгустка на воздействие ультразвуком определяется его 
акустическими (то есть упругими) свойствами. В ли-
тературе представлены данные по изменениям пре-
имущественно физиологических свойств эритроцитов 
при их хранении [11, 12]. Исследование же упругих 
параметров крови показало, что при хранении эритро-
цитарной массы в физиологическом растворе аденина 
изменения формы клеток, а также серьезные геморео-
логические нарушения, в том числе снижение дефор-
мируемости эритроцитов вследствие аномалий формы, 
ацидоз и снижение свертываемости крови, начинаются 
уже на 2-й неделе хранения [9]. Кроме того, при хра-
нении эритроцитсодержащей смеси при стандартных 
температурных условиях с добавлением CPDA-1 на-
блюдалось увеличение средних значений модуля Юнга 
эритроцитов, что свидетельствует о снижении эластич-
ности клеточной мембраны [13]. 

Таким образом, для проведения акустических экс-
периментов по облучению сгустков крови важно ис-
следовать изменение параметров, связанных с мор-
фологическими характеристиками клеток крови при 
различных способах ее хранения, и определить наибо-
лее щадящий, то есть не изменяющий первоначальные 
свойства, способ хранения либо цельной, либо коагу-
лированной крови.

Целью работы являлись сравнительный анализ раз-
личных способов и оценка допустимого времени хране-
ния клеток крови для приготовления модели гематомы. 
С помощью методов ультраструктурного анализа ис-
следовано изменение морфологических характеристик 

А б
Рис. 1. Иллюстрация идеи 

применения мощного 
фокусированного 
ультразвука для разжижения 
и аспирации внутренних 
гематом на примере 
гематомы печени

Fig. 1. Illustration of the idea of 
using high-intensity focused 
ultrasound for liquefaction 
and aspiration of internal 
hematomas through the liver 
hematoma example
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цельной человеческой крови под действием антикоагу-
лянта и консервационного раствора, а также влияние 
различных способов хранения сгустков свиной крови: 
в 10% полиакриламидном геле (ПАА), в физиологиче-
ском растворе (фосфатно-буферном растворе) и в 6% 
геле из агара.

материалы и методы 
При проведении экспериментов в качестве образцов 

жидкой крови использовалась цельная человеческая 
кровь, хранившаяся в течение 7 суток при температуре 
+5°С с антикоагулянтом ЦФД, а также в течение 9 су-
ток с добавлением к нему консервационного раствора 
САГМ (рис. 2 А). 

В качестве образцов гематом использовалась свежая 
свиная кровь, полученная с бойни и коагулированная 
естественным образом сразу после забора, с последу-
ющим хранением полученных сгустков в течение 2 су-
ток в полиакриламидном геле (акриламид и персульфат 
аммония (PANREAC AppliChem, Германия), ТМЭДА 
и бисакриламид (Sigma-Aldrich, США), физиологи-
ческом растворе (OOO «ПанЭко», Россия) и геле из 
пищевого агара (Kotanyi) (рис. 2 Б–Г). 

Раз в сутки на протяжении всего времени хране-
ния образцов цельной крови и гематом осуществлялись 
забор содержимого и его подготовка к сканирующей 
электронной микроскопии (СЭМ): нанесенный на 
клейкую ленту образец фиксировался в 2,5% растворе 
глютаральдегида (DC Panreac, США), обезвоживался 
в этиловых спиртах восходящей концентрации, про-
питывался в гексаметилдисилазане (Sigma-Aldrich, 
США), высушивался на воздухе, и далее готовая лен-

та с образцом монтировалась на предметный столик 
и напылялась золотом [14]. Забор содержимого гематом 
осуществлялся из середины объема образца. Иссле-
дование полученных образцов проводили на скани-
рующем электронном микроскопе JEOL JSM-6380LA 
Analytical Scanning Electron Microscope (Япония) био-
логического факультета МГУ им. М.В. Ломоносова.

При хранении цельной крови с антикоагулянтом 
также каждый день проверялись возможность и ско-
рость ее коагуляции путем добавления 25 ммоль раст-
вора CaCl2. 

результаты и обсуждение

Изменение морфологических характеристик 
клеток цельной крови  
при хранении с антикоагулянтом

На рисунке 3 А представлен обзорный снимок конт-
рольного образца сразу после забора крови. Видно, что 
все пространство изображения заполнено дискоцитами. 
На 5-е сутки хранения в ЦДФ с добавлением либо без 
добавления САГМ (рис. 3 Б, В) в обоих образцах ко-
личество эхиноцитов мало, а влияние добавления кон-
сервационного раствора на изменения формы клеток 
незначительно по сравнению с контрольным образцом 
(рис. 3 А).

К 7-м суткам (рис. 3 Г, Д) заметно возрастает чис-
ло эхиноцитов, а некоторые эритроциты агрегируют 
в «монетные столбики». В присутствии САГМ степень 
агрегации несколько ниже, что согласуется с данными 
литературы: добавление аденин- и маннитолсодержа-
щего раствора поддерживает гемореологические свой-
ства крови [7, 12]. Тем не менее стоит отметить, что 
биофизика, лежащая в основе образования подобных 
структур эритроцитов, на данный момент остается 
 недостаточно изученной.

При исследовании процесса приготовления модели 
гематомы было выявлено, что время свертывания кро-
ви при добавлении 25 ммоль раствора не изменялось 
в течение недели хранения и находилось в пределах 
10–12 минут при температуре +37°С. 

Изменение свойств гематомы с течением времени 
в зависимости от способа ее хранения

В контрольных образцах свиных гематом, получен-
ных сразу после свертывания крови, можно видеть, что 
все эритроциты подверглись эхиноцитозу (рис. 4 А, 
Г, Ж). Вероятно, это связано с использованием элек-
трического шока при умерщвлении животного перед 
взятием крови. Ранее было показано, что форма эри-
троцитов человека может изменяться при наложении 
электрического поля, а степень трансформации клеток 
напрямую зависит от силы и длительности электриче-
ских импульсов [15]. 

Хранение в полиакриламидном геле (ПАА) привело 
к изменениям в структуре сгустка свиной крови уже 
спустя сутки после погружения в гель (рис. 4 Б). Фор-

А

В

б

Г

Рис. 2. Способы хранения крови для акустического 
эксперимента.

 А – цельная человеческая кровь с антикоагулянтом; 
Б–Г – свиная кровь в коагулированном виде:  
Б) в полиакриламидном геле, В) в физиологическом 
растворе, Г) в геле из агара

Fig. 2. Blood storage methods for acoustic experiment.
 А – whole human blood with anticoagulant;  

Б–Г– coagulated porcine blood: Б) in polyacrylamide gel, 
В) in saline solution, Г) in agar gel
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Рис. 3. СЭМ цельной крови при хранении с антикоагулянтом ЦФД.
 А – в течение 0 суток, Б – 5 суток, В – 5 суток с добавлением САГМ, Г – 7 суток, Д – 7 суток с добавлением 

САГМ. Масштабные линии: 10 мкм
Fig. 3. SEM images of whole blood stored with CPD anticoagulant.
 А – 0 days, Б – 5 days, В – 5 days with SAGM, Г – 7 days, Д – 7 days with SAGM. Scale bar: 10 microns

А б В

Г Д

Рис. 4. СЭМ содержимого гематом при различном хранении с течением времени.
  А, Г, Ж – контрольные снимки в день погружения; Б, Д, З – через сутки; В, Е, И – через 2 суток. А, Б, В – в ПАА;  

Г, Д, Е – в физиологическом растворе; Ж, З, И – в агаре. Маркерные линии: 10 мкм. Фибриновые волокна при хранении 
в физиологическом растворе выделены кружками

Fig. 4. SEM images of hematoma contents for different storage methods over time. А, Г, Ж – сontrol samples on the immersion day;  
Б, Д, З– after 1 day storage; В, Е, И –after two days storage; А, Б, В – in polyacrylamide gel; Г, Д, Е – in saline;  
Ж, З, И – in agar gel. Scale bars: 10 microns. Fibrin fibres during storage in saline solution are circled

А б В

Г Д Е

Ж З И
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ма эхиноцитов изменилась на более округлую, клет-
ки выглядят «набухшими», что, по-видимому, может 
быть вызвано разностью осмотического давления 
в ПАА и внутри клеток крови. Количество открытых 
участков фибриновых волокон, связывающих клетки 
в сгусток, увеличилось (рис. 4 В, Г), что, вероятнее 
всего, обусловлено гемолизом части эритроцитов при 
их «набухании».

Хранение в физиологическом растворе в течение 
2 суток не вызвало значительных изменений, за исклю-
чением небольшого уменьшения с течением времени 
количества фибриновых волокон (рис. 4 Г, Д) (выделены 
кружками), предположительно из-за усиления фибри-
нолиза или вымывания физиологическим раствором.

Хранение в геле из агара в течение 2 суток суще-
ственно не повлияло на состояние гематомы: коли-
чество видимых фибриновых волокон, соединяю-
щих клетки, выглядит неизменным, форма клеток 
и плотность их распределения остались прежними 
(рис. 4 Ж–И).

Заключение
В работе исследовано влияние различных способов 

хранения цельной крови в жидком и в коагулированном 
состоянии на изменение ее морфологических харак-
теристик с течением времени при подготовке моделей 
гематомы для акустического эксперимента по их не-
инвазивному разжижению мощным фокусированным 
ультразвуковым пучком. 

С помощью сканирующей электронной микроско-
пии было показано, что в течение 5 суток хранения 
цельной человеческой крови в антикоагулянте ЦФД 
наблюдаемые изменения морфологических свойств 
эритроцитов проявляются в незначительной степени 
вне зависимости от присутствия САГМ. К 7-м суткам 
заметно растет степень эхиноцитоза, а также агрега-
ции эритроцитов в «монетные столбики», что может 
быть связано с присутствием белков плазмы при хра-
нении цельной крови [7]. Добавление к антикоагулянту 
 раствора САГМ в некоторой степени сдерживает агре-
гацию эритроцитов, что согласуется с данными лите-
ратуры [7, 12]. В течение 7 суток хранения цельной 
человеческой крови с антикоагулянтом не отмечалось 
заметного гемолиза эритроцитов; время свертывания 
крови с помощью раствора не изменялось и находилось 
в пределах 10–12 минут при температуре +37°С. 

Методом СЭМ было показано, что в течение по 
крайней мере 2 суток наиболее подходящим контей-
нером для хранения свиных гематом является гель из 
агара – он не оказывает токсического действия и таким 
образом сохраняет их первоначальные морфологиче-
ские свойства. Физиологический раствор, по-видимому, 
усиливает фибринолиз или вымывает небольшую часть 
фибриновых волокон, а ПАА гель приводит к заметно-
му гемолизу уже через сутки после погружения в него.

Таким образом, при подготовке моделей гематомы 
для последующего акустического эксперимента пред-

почтительны хранение цельной крови в некоагулиро-
ванном состоянии в течение времени до 5 суток и ее ко-
агуляция непосредственно перед экспериментом либо 
хранение сгустков крови в контейнере из агарового геля 
в течение до 2 суток.
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