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С помощью электрохимического метода, основанного на использовании оптически прозрачного рабочего
электрода, было показано, что в условиях гипотермического (4°С) хранения эритроцитов происходит сни-
жение степени обратимости изменения их формы при воздействии постоянного электрического тока.
При катодной поляризации оптически прозрачного рабочего электрода (–0.5 В) доля эритроцитов, пере-
шедших в сфероэхиноциты, снизилась с 99.6 ± 0.4% (1-е сут) до 42.8 ± 14.5% (42-е сут) (p < 0.05), а при анод-
ной поляризации (1.2 В) доля эритроцитов, перешедших в стоматоциты, снизилась с 80.6 ± 6.7% (1-е сут) до
35.4 ± 5.6% (42-е сут) (p < 0.05). На поздних сроках хранения в образцах наблюдали увеличение числа кле-
ток, подвергавшихся разрушению в условиях воздействия постоянного электрического тока, наличие ко-
торых в переливаемой эритроцитарной взвеси может приводить к увеличению свободного гемоглобина в
крови реципиента после трансфузии. Полученные результаты могут лечь в основу разработки новых ме-
тодов оценки качества компонентов крови.
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Электрохимические методы, благодаря своей эф-
фективности, простоте и гибкости широко исполь-
зуются не только в различных областях промышлен-
ности, но и находят свое применение в медицине и
биологии (Djokić, 2016). Особого внимания заслу-
живают исследования поведения живых клеток при
контакте с чужеродными заряженными материалами,
позволяющие расширить представление о процессах
функционирования клеток. Начиная с 50-х гг. про-
шлого века, проводились многочисленные исследо-
вания взаимодействия клеток с электропроводными
материалами (например, платиной, золотом, стек-
лоуглеродом, активированным углем), результатом
которых стало описание электрохимической приро-
ды ряда фундаментальных процессов (тромбогенеза,
адгезии и пролиферации клеток) (Sawyer, 1983; Koji-
ma et al., 1991), а также разработка принципов оцен-
ки гемосовместимости материалов (Sawyer, 1984).

Выйти на качественно новый уровень в данных
исследованиях позволило внедрение оптически
прозрачных электродов, используемых преимуще-

ственно при производстве жидкокристаллических
дисплеев и солнечных батарей (Ellmer, 2012). При
этом, в качестве оптически прозрачных электродов
могут применяться как классические металлические
электроды, например, тонкие слои серебра или меди
(Bi et al., 2019), так и нанесенные на прозрачную
подложку другие электропроводные материалы: уг-
леродные нанотрубки (López-Naranjo et al., 2016),
оксид графена (Woo, 2019), электропроводные поли-
меры (Hofmann et al., 2018). Однако наибольшее рас-
пространение получили оптически прозрачные
электроды на основе оксидов индия и олова (ITO)
(Cao et al., 2014; Afre et al., 2018), обладающие достаточ-
но высоким светопропусканием (80–95%) при относи-
тельно низком сопротивлении (10–50 Ом/см2)
(Cao et al., 2014).

Благодаря возможности визуализации функцио-
нирования клеток в условиях их контакта с поверх-
ностью заряженного электрода, было показано вли-
яние потенциала оптически прозрачного электрода на
морфологию и рост живых клеток HeLa (Yaoita et al.,
1990), морфологию эндотелиальных клеток бычьей
аорты (Wong et al., 1994), а также на способность кПринятые сокращения: ITO – indium tin oxide
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адгезии и росту культуры Pseudomonas fluorescens
(Busalmen, de Sánchez, 2005). Однако более
перспективными представляются исследования
клеток крови, например, эритроцитов. Особого вни-
мания заслуживает разработка и внедрение в клини-
ческую практику новых методов анализа эритроцит-
содержащих компонентов крови.

В настоящее время обеспечение сохранности
свойств эритроцитов в процессе их хранения для пе-
реливания является весьма важной задачей. По
стандартам РФ и рекомендациям ВОЗ хранить эрит-
роцитсодержащие компоненты допускается при
температуре 2–6°С не более 35 сут (в зависимости от
используемого консерванта) со дня забора крови
(Mvere et al., 2005; Рагимов, 2010). Для США и Кана-
ды такой срок составляет до 42 сут (Wang et al., 2012;
Koch et al., 2013; Bhaduri et al., 2014). При этом крите-
риями пригодности эритроцитсодержащих компо-
нентов для трансфузии являются тест на концентра-
цию гемоглобина, определение гематокрита и степени
гемолиза эритроцитов (Постановление Правительства
РФ № 797, 2019). Однако на основании этих данных
нельзя сделать выводы о структурной и функциональ-
ной полноценности эритроцитов.

Одним из важнейших свойств эритроцита, обес-
печивающего газотранспортную функцию, является
его способность к деформации, которая обеспечивает-
ся взаимодействием интегральных белков (гликофори-
нов, белка полосы 3) и периферических компонентов
(спектрина, актина и др.) мембрано-цитоскелетного
комплекса. Деформируемость эритроцитов претер-
певает значительные изменения с их возрастом
(Ламзин и др., 2014) и по выраженности изменения
можно судить о деструктивных процессах при старе-
нии эритроцитов in vitro (Kirkpatrick et al., 1998;
Luten et al., 2008; Hess, 2010; Мороз и др., 2013), кото-
рые могут являться причиной развития трансфузи-
онных осложнений (Moore et al., 1997; Bennett-Guer-
rero et al., 2007; Kim et al., 2015).

Еще одной важной характеристикой эритроцита
является величина поверхностного заряда мембра-
ны эритроцита (Левин, Сухарева, 2015), отрицатель-
ное значение которого (в норме около −15 мВ; Jan,
Chien 1973), обуславливаемое присутствием сиало-
вых кислот в олигосахаридных цепях гликофоринов,
становится менее отрицательным при хранении.

В целом, механизмы, лежащие в основе измене-
ния деформации эритроцитов, пока остаются неяс-
ными. Наблюдаемые изменения в процессе старе-

ния эритроцитов связывают с необратимой агрега-
цией спектрина и гемоглобина, которая вызывает
нарушение структуры эритроцитов и их пластично-
сти. Однако основной причиной считают окисление
мембраны эритроцита при хранении под влиянием
активных форм кислорода (D’Amici et al., 2007).

Изменение двойного электрического слоя у мем-
браны эритроцита за счет влияния различных внеш-
них факторов оказывает влияние на морфологию
эритроцитов (переход эхиноцит ↔ дискоцит ↔ сто-
матоцит (рис. 1)). Данный механизм трансформации
формы клеток реализуется благодаря электрохими-
ческим процессам и не вступает в противоречие с
широко распространенной теорией бислойной пары
(Tachev et al., 2004).

Кроме того, было обнаружено влияние заряда по-
верхности инородного тела на изменение морфоло-
гии эритроцита. Так, было описано явление агрега-
ции (слипания) эритроцитов при контакте с поло-
жительно заряженным электродом, но механизм
наблюдаемого явления для авторов остался неясным
(Ci et al., 1998).

Ранее было показано, что сочетание электрохи-
мических и микроскопических методов исследова-
ния позволяет оценить морфологию эритроцитов
при контакте с поверхностью заряженного электро-
да (Tsivadze et al., 2017). Так, в области потенциалов
отрицательнее −250 мВ наблюдали переход морфо-
логических форм эритроцита из дискоцита в эхино-
цит, в области потенциалов положительнее 600 мВ
наблюдали переход из дискоцита в стоматоцит.

Можно предположить, что изменение морфоло-
гии эритроцита и потеря части отрицательного заря-
да при старении может привести к изменению ха-
рактера взаимодействия эритроцитов с заряженной
поверхностью электрода.

Цель настоящей работы заключалась в изучении
влияния гипотермического хранения эритроцитов
на степень обратимости изменения их формы при
воздействии постоянного электрического тока.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Материал. В работе использовали эритроцитар-

ную взвесь 5 практически здоровых доноров от 27 до
35 лет, заготовленную на гемоконсерванте ЦФД и
С.А.Г.М. (MacoPharma, Франция) в отделении про-
изводственной трансфузиологии НИИ скорой по-
мощи им. Н.В. Склифосовского. Образцы хранили

Рис. 1. Изменение морфологии эритроцита: 1 – дискоцит, 2 – эхиноцит, 3 – стоматоцит.
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при температуре 4°С в соответствии с рекомендаци-
ями ВОЗ.

Экспериментальная установка. В работе использо-
вали установку, состоящую из электрохимического
(рис. 2а) и оптического (рис. 2б) блоков. Электрохи-
мический блок состоял из трехэлектродной электро-
химической ячейки (рис. 2, позиция 2) с рабочим оп-
тически прозрачным ITO-электродом, расположен-
ным на дне ячейки, серебряной проволокой,
покрытой хлоридом серебра (в качестве электрода
сравнения), и платиновой проволокой в качестве
вспомогательного электрода. Потенциал рабочего
электрода устанавливали и контролировали с помо-
щью потенциостата IPC-Pro MF (Кронас, Россия)
(рис. 2, позиция 1). Морфологию в режиме реального
времени исследовали в проходящем свете на инвер-
тированном микроскопе Eclipse TS100 (Nikon, Япо-
ния), объектив CFI S Plan Fluor ELWD 60×/0.70
(Nikon, Япония), с цифровой 5.0 Mpix камерой DS-
Fi1 и цифровой рамкой DS-L2 (Nikon, Япония) (рис. 2,
позиции 4–6).

Анализ суспензии эритроцитов. В электрохимиче-
скую ячейку вносили 0.1 мл суспензии эритроцитов,
полученной добавлением к 10 мл 0.15 М раствора
NaCl (pH 7.2) 0.01 мл эритроцитарной взвеси. Для
обеспечения осаждения эритроцитов на поверхно-
сти оптически прозрачного электрода измерения на-
чинали через 15 мин. Поляризацию рабочего элек-
трода осуществляли в потенциодинамическом ре-
жиме со скоростью развертки потенциала 10 мВ/с от
бестокового потенциала до достижения потенциала

−0.5 В при движении в катодную область и до потен-
циала 1.2 В при движении в анодную область. Одно-
временно с началом изменения потенциала рабоче-
го электрода запускали запись на цифровую камеру
инвертированного микроскопа, фиксирующего мор-
фологию эритроцитов, находящихся на поверхности
оптически прозрачного рабочего электрода. По за-
вершении работы потенциостата запись прекраща-
лась. Исследование эритроцитарной взвеси проводи-
ли на 1, 5, 7, 14, 21, 28, 35 и 42 сут хранения.

Анализ монослойных мазков эритроцитарной взве-
си. Монослойные мазки эритроцитарной взвеси,
взятые в те же сутки хранения, исследовали по стан-
дартной методике на микроскопе AxioStar PLUS
(Carl Zeiss, Германия), объектив CP-Achromat
100×/1.25 Oil (Carl Zeiss, Германия).

Оценка деформируемости эритроцитов. Деформи-
руемость эритроцитов оценивали фильтрационным
методом (Закутский и др., 2001), основанным на
определении показателя деформируемости (Z) по
значениям диаметров физиологического раствора и
пятна эритроцитарной массы на бумажном фильтре:

Z = ((Dэр – Dср)/Dфр) × 100%,
где Z – показатель деформируемости эритроцитов,
Dэр – диаметр пятна суспензии эритроцитов, Dср –
диаметр периферического кольца суспензии дефор-
мированных эритроцитов, Dфр – диаметр пятна фи-
зиологического раствора.

Статистическая обработка. Статистическую обра-
ботку экспериментальных данных проводили с ис-

Рис. 2. Схема установки для исследования влияния внешней поляризации постоянным током на морфологию эритроцитов:
1 – потенциостат; 2 – электрохимическая ячейка: РЭ – рабочий электрод, ВЭ (Pt) – вспомогательный электрод, ЭС (Ag) –
электрод сравнения; 3 – компьютер для управления электрохимическим блоком, 4 – инвертированный микроскоп, 5 – циф-
ровая камера, 6 – цифровая рамка, 7 – компьютер для управления оптическим блоком.
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пользованием программного обеспечения Statistica
6.0 (StatSoft). Описательная статистика количе-
ственных признаков представлена в виде среднего
значения и ошибки среднего. Для оценки достовер-
ности различий изменения морфологии эритроци-
тов в процессе их хранения использовали критерий
Уилкоксона. Статистически значимыми считали
различия при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При исследовании эритроцитов разных сроков
хранения, осевших из суспензии на поверхность оп-
тически прозрачного электрода, было обнаружено,
что их морфология в отсутствие внешней поляриза-
ции рабочего электрода (смещения его потенциала в
область катодных или анодных значений потенциа-

лов при постоянном токе) совпадала с полученными
нами аналогичными результатами микроскопии маз-
ков эритроцитарной взвеси. Совпадение было и с дан-
ными из литературы (Blasi et al., 2012; Мороз и др.,
2013), а именно: снижалось содержание дискоцитов
и увеличивалось содержание эхиноцитов по мере
увеличения срока хранения (рис. 3).

В то же время, в условиях внешней поляризации
рабочего электрода наблюдали не только изменение
морфологии эритроцитов в ответ на внешнее воз-
действие электрическим током, но и изменения со-
отношения морфологических форм эритроцитов с
увеличением срока хранения эритроцитарной взве-
си как в условиях катодной, так и анодной поляриза-
ции рабочего электрода (рис. 3, табл. 1).

В суспензии эритроцитов в 1-е сут хранения, ко-
гда общее состояние клеток можно характеризовать

Рис. 3. Морфология эритроцитов в различные сроки хранения при стационарном потенциале и значениях потенциала −0.5
и 1.2 В. Увел. об.: 600×. Масштабная линейка: 10 мкм.
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как нормальное (рис. 3), при смещении потенциала
ITO электрода в область более отрицательных значе-
ний наблюдали переход морфологических форм
эритроцита из дискоцита в сфероцит с поочередным
прохождением всех стадий эхиноцитоза (эхиноцит I,
II, III, сфероэхиноцит). Названия морфологических
форм даны согласно данным из литературы (Bessis,
1973). Так, при потенциале −0.5 В все эритроциты
представлены, как правило, сфероэхиноцитами. В
то же время, при смещении потенциала в область бо-
лее положительных значений наблюдали переход из
дискоцита в стоматоцит. При потенциале 1.2 В клет-
ки были представлены преимущественно стомато-
цитами.

Морфологические переходы как в сторону эхино-
цитов, так и в сторону стоматоцитов, являются обра-
тимыми, т.е. при смене направления развертки по-

тенциала или при отключении поляризации морфо-
логическая форма клеток возвращается к исходному
состоянию.

С увеличением срока хранения в случае катодной
поляризации снижалось количество сфероэхиноци-
тов и повышалось количество эхиноцитов III. Так,
если в 1-е сут при −0.5 В доля эритроцитов, представ-
ленных сфероэхиноцитами, составляла 99.6 ± 0.4%,
то к 42-м сут доля сфероэхиноцитов составила 42.8 ±
± 14.5%.

В условиях анодной поляризации с увеличением
срока хранения эритроцитарной взвеси был обнару-
жен ряд особенностей. Во-первых, доля эритроци-
тов, перешедших в стоматоциты, снизилась с 80.6 ±
± 6.7% (1-е сут) до 35.4 ± 5.6% (42-е сут). Во-вторых,
в этой области потенциалов обнаружено явление пе-
рехода из эхиноцита II и III в эхиноцит I или морфо-

Таблица 1. Морфологические формы эритроцитов в разные сроки хранения эритроцитарной взвеси при стационарном
потенциале и значениях потенциала –0.5 и 1.2 В

Примечание. Показаны средние значения и их ошибки. Различия достоверны при p < 0.05 относительно (а) 1-х сут и (б) относительно
предыдущего срока (критерий Уилкоксона).

Срок 
хранения, сут

Количество морфологических 
форм, %

Величина потенциала электрода, В

–0.5 ~0.15 (исходный) 1.2

1 Дискоциты 0 91.80 ± 0.97 15.20 ± 5.12
Эхиноциты I 0.20 ± 0.20 6.20 ± 0.58 3.80 ± 2.17

II 0 2.00 ± 0.45 0.40 ± 0.45
III 0.20 ± 0.20 0 0

Сфероэхиноциты 99.6 ± 0.40 0 0
Стоматоциты 0 0 80.60 ± 6.72

14 Дискоциты 0 61.00 ± 1.73 а, б 18.20 ± 1.46

Эхиноциты I 0 18.00 ± 2.98 а, б 9.00 ± 1.05

II 2.80 ± 1.07 11.40 ± 1.12 а, б 7.00 ± 0.89 а

III 16.20 ± 1.16 а, б 8.40 ± 0.75 а, б 3.00 ± 0.89 а

Сфероэхиноциты 81.00 ± 1.70 а 1.20 ± 0.58 0.60 ± 0.40

Стоматоциты 0 0 62.20 ± 2.80 а, б

28 Дискоциты 0.20 ± 0.20 25.80 ± 2.18 а, б 18.60 ± 2.14

Эхиноциты I 0.20 ± 0.20 24.40 ± 0.68 а 10.60 ± 1.57

II 4.80 ± 0.86 а 25.40 ± 1.44 а, б 11.00 ± 1.63 а, б

III 45.80 ± 2.54 а, б 20.00 ± 1.30 а, б 8.40 ± 1.12 а, б

Сфероэхиноциты 48.60 ± 2.11 а, б 4.00 ± 0.71 а 3.40 ± 0.82 а

Стоматоциты 0.40 ± 0.24 0.40 ± 0.24 48.00 ± 2.30 а, б

42 Дискоциты 2.40 ± 1.12 15.00 ± 1.70 а, б 20.40 ± 2.93

Эхиноциты I 8.00 ± 4.23 20.20 ± 0.97 а, б 14.40 ± 1.60 а

II 17.20 ± 6.87 а 31.00 ± 2.30 а 12.20 ± 1.77 а

III 26.20 ± 5.15 а, б 25.20 ± 2.39 а, б 12.60 ± 1.69 а

Сфероэхиноциты 42.80 ± 14.49 а 5.00 ± 1.61 5.00 ± 1.79

Стоматоциты 3.40 ± 1.44 3.60 ± 1.50 35.40 ± 5.56 а
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логическую форму, близкую к дискоциту, что более
подробно показано на примере морфологии эритро-
цитов на 28-е сут хранения (рис. 4).

Немаловажным, с нашей точки зрения, наблюде-
нием является то, что с увеличением срока хранения
в обследованных образцах возрастало количество кле-
ток, подвергшихся разрушению при воздействии элек-
трического тока (рис. 5). При этом на поверхности
электрода можно видеть тени эритроцитов (рис. 5б).

Наличие в эритроцитарной взвеси клеток с изме-
ненными физическими свойствами под влиянием
длительного гипотермического хранения может
привести к внутрисосудистому гемолизу (вследствие
их низкой механической прочности) в организме ре-
ципиента и увеличению содержания свободного ге-
моглобина в крови после трансфузии.

Ранее в ряде исследований было показано, что с
увеличением срока хранения эритроцитарной взве-
си возрастает количество функционально непригод-
ных клеток (Weinberg, Patel, 2016) и концентрация

свободного гемоглобина в крови реципиента после
трансфузии (Windsant et al, 2012), что является причи-
ной развития ряда серьезных осложнений (Schaer et al.,
2013), например, острой почечной недостаточности
(Deuel et al., 2016).

В настоящее время степень гемолиза хранящихся
эритроцитсодержащих компонентов не должна пре-
вышать 0.8% в конце срока хранения, что регламен-
тируется “Правилами заготовки, хранения, транс-
портировки и клинического использования донор-
ской крови и ее компонентов” (Постановление
Правительства РФ № 797, 2019). Этот показатель
определяется по концентрации свободного гемогло-
бина в супернатанте эритроцитарной взвеси после
центрифугирования фотометрическим методом с ис-
пользованием специализированных анализаторов,
например, HemoCue Plasma/Low Hb (HemoCue,
Швеция). Таким образом, учитывается только доля
разрушенных эритроцитов за период хранения, без
применения дополнительных методов контроля со-
стояния клеток.

Рис. 4. Морфология эритроцитов через 28 сут хранения в отсутствие внешней поляризации постоянным током (а) и при ве-
личине потенциала ITO-электрода 1.2 В (б). Стрелки показывают эхиноциты, перешедшие в форму, близкую к дискоциту.
Увел. об.: 600×.

10 мкм 10 мкм

а б

Рис. 5. Морфология эритроцитов на 35-е сут хранения в отсутствие внешней поляризации постоянным током (а) и при вели-
чине потенциала ITO электрода 1.2 В (б). Увел. об.: 600×. Кружками выделены клетки, подвергшиеся разрушению.

10 мкм 10 мкм

а б
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Одним из предположений, объясняющих выше-
описанные явления изменений морфологии эритро-
цитов в условиях внешней поляризации рабочего
электрода, может быть зависимость морфологиче-
ского ответа клеток от деформирумости эритроцита.
Однако данное предположение не подтвердилось,
поскольку при экспериментальной оценке дефор-
мируемости эритроцитов фильтрационным методом
достоверное различие показателя деформируемости
(критерий Уилкоксона, p < 0.05) было зафиксирова-
но только к 42 сут. При этом за весь срок хранения дан-
ный показатель снизился примерно на 5% – с 38.34 ±
0.42 отн. ед. (1 сут) до 37.15 ± 0.76 отн. ед. (42 сут).

Таким образом, электрохимический метод с ис-
пользованием оптически прозрачного электрода
позволяет не только получить качественную картину
изменения обратимости морфологии эритроцитов в
условиях гипотермического хранения, но и выяв-
лять в исследуемых образцах наличие функциональ-
но непригодных эритроцитов.

Внедрение аналитических методов, основанных
на использовании оптически прозрачных электро-
дов, открывает новые возможности в диагностике
состояния клеток, что может впоследствии лечь в
основу разработки новых методов оценки качества
компонентов крови.
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Use of Optically Transparent Electrodes for the Assessment of the Erythrocytes Quality 
during Their Storage

A. K. Evseeva, *, A. I. Kolesnikovaa, I. V. Goroncharovskayaa, E. V. Trusovaa, A. I. Kostina, A. K. Shabanova, 
M. M. Goldinb, and S. S. Petrikova
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Using an electrochemical method based on the use of an optically transparent working electrode, it was shown that
during the erythrocytes storage under hypothermic conditions (4°C), the degree of reversibility of shape changes de-
creases when exposed to direct electrical current. With the cathodic polarization of the optically transparent working
electrode (–0.5 V), the proportion of erythrocytes converted to spheroechinocytes decreased from 99.6 ± 0.4%
(1st day) to 42.8 ± 14.5% (42nd day) (p < 0.05), and with anodic polarization (1.2 V) the proportion of erythrocytes
converted to stomatocytes decreased from 80.6 ± 6.7% (1st day) to 35.4 ± 5.6% (42nd day) (p < 0.05). At the later
stages of storage, an increase in the number of cells that underwent destruction under the influence of direct elec-
trical current was observed in the samples. The presence of such cells in transfused packed red blood cells can lead
to an increase in plasma free hemoglobin levels in the recipient after transfusion. The results obtained may form the
basis for the development of new methods for assessing the quality of blood components.

Keywords: optically transparent electrode, indium tin oxide, erythrocyte, deformability, morphology
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