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Осмотическая хрупкость или резистентность эритроцитов (osmotic fragility) — параметр, отражающий 
способность клеток противостоять изменению осмотического градиента. Нарушения этой характери-
стики связаны с различными патологиями, включая гемолитические анемии, злокачественные ново-
образования, сердечно-сосудистые заболевания. Осмотическая резистентность может варьироваться 
у различных видов животных и тесно связана с экосистемой. Разработан метод определения осмоти-
ческой резистентности с применением лазерного анализатора дисперсных частиц, который позволяет 
регистрировать изменения концентрации клеток в кинетическом режиме при постоянной температуре. 
Исследуемые с его помощью виды включают Homo sapiens, Rattus norvegicus domestica, Coturnix japonica 
domestica, Rana ridibunda, Carassius carassius и Lampetra fluviatilis. Метод предложен в двух вариантах: (1) 
добавки воды осуществляются вручную (мануальный), (2) среда разбавляется автоматически (автома-
тический). В качестве характеристики осмотической резистентности использованы параметры: H50 
(осмоляльность, при которой лизирует половина подверженных лизису клеток), H90 (90-процентный 
лизис) и W (гетерогенность популяции по степени устойчивости к лизису). Результаты, полученные с 
использованием разработанного метода, статистически значимо не отличаются от результатов спектро-
фотометрии и проточной цитометрии по параметрам H50 и W. Между результатами автоматического и 
мануального методов значимых различий так же не обнаружено. Эритроциты водных и околоводных 
животных существенно более устойчивы к гипоосмотическому лизису. Среди всех исследованных ви-
дов наиболее устойчивы к лизису оказались эритроциты амфибий (Rana ridibunda) и миног (Lampetra 
fluviatilis). Наибольшая гетерогенность по степени устойчивости обнаружена у амфибий (разница в 2 
раза в сравнении со всеми прочими рассмотренными таксонами). Эритроциты млекопитающих (челове-
ка и крысы) схожи по уровню резистентности, менее однородны по степени устойчивости. Половинный 
лизис эритроцитов птиц наблюдается при большей осмоляльности, чем у эритроцитов млекопитающих. 
Эритроциты птиц (Coturnix japonica domestica), однако, лизируют в значительно большем осмотическом 
диапазоне и содержат популяцию невосприимчивых к гипоосмотическому лизису клеток. Полученные 
данные показали, что эритроциты пресноводных низших позвоночных более осмотически устойчивы, 
чем эритроциты высших, что, вероятно, объясняется особенностями эмбриогенеза, экто-/эндотермно-
стью и средой обитания. 
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ВВЕДЕНИЕ
Осмотическая резистентность эритроцитов 

(erythrocyte osmotic fragility) характеризует способ-
ность клеток противостоять изменению осмотиче-
ского градиента [1]. Осмотическая резистентность 
является комплексным параметром, отражающим 
биофизические и морфологические свойства эри-
троцитов, такие как степень гидратации, жесткость 

цитоскелета, склонность клеток к лизису в кровоо-
бращении, форму и деформируемость эритроцитов 
[1–3]. Деформируемость, в свою очередь, — важ-
нейшая характеристика, напрямую влияющая на 
гемореологические и гемодинамические свойства 
кровотока [4, 5]. Высокая деформируемость эритро-
цитов обусловлена, во-первых, горизонтальными 
взаимодействиями компонентов цитоскелета, таких 
как спектрин, и, во-вторых, вертикальными взаимо-
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действиями между цитоскелетом и трансмембран-
ными комплексами через анкирин, band 4.1 и 4.2, 
цитозольный домен белка band 3 и другие белки [6]. 
На деформируемость эритроцитов влияют также со-
стояние цитоплазмы, формы гемоглобина и метабо-
лические процессы, контролирующие уровень АТФ 
и окислительно-восстановительный баланс [1]. На-
рушения целостности структурных белков мембра-
ны и цитоскелета, нарушения регуляции транспор-
та ионов через мембрану, нарушения синтеза АТФ 
и некоторые другие факторы приводят к снижению 
деформируемости клеток [1]. Плохо деформируе-
мые эритроциты теряют способность проходить по 
капиллярному руслу, где происходит основная часть 
газообмена, задерживаются в синусах селезенки 
(фитнес тест), а также элиминируются макрофагами 
в селезенке и печени [7, 8], что может привести к раз-
витию анемии. Патологии, связанные с нарушением 
деформируемости эритроцитов, включают наслед-
ственные гемолитические анемии (наследственные 
сфероцитоз [9], эллиптоцитоз [10] и ксероцитоз [11], 
талассемия [12], серповидноклеточная анемия [13]), 
развитие злокачественных новообразований [14], 
метаболические и сердечно-сосудистые нарушения 
и воспалительные процессы (сепсис [15], ишемия- 
реперфузия [16]). 

Известно, что деформируемость эритроци-
тов отличается между позвоночными и зависит не 
только от таксономической близости, но и от эко-
системы [17]. Осмоляльность плазмы крови [18, 19] 
и осмотическая резистентность так же видоспец-
ифичны [20]. Эритроциты водных и околоводных 
видов амфибий более осмотически резистентны, 
чем эритроциты наземных [20]. Эритроциты эк-
тотермных животных более резистентны, чем эри-
троциты эндотермных [20, 21]. Эритроциты птиц 
не подвержены полному гемолизу при погружении 
в чистую воду, однако стопроцентный лизис дости-
гается путем последовательного разбавления сре-
ды [22]. Средний корпускулярный объем клеток 
(MCV) положительно коррелирует с осмотической 
резистентностью [20]. Тем не менее, проведено ма-
ло сравнительных исследований на данную тему, 
а механизмы, лежащие в основе межвидовых раз-
личий, все еще остаются во многом неопределен-
ными. Получение новых сравнительных данных и 
совершенствование методов определения осмоти-
ческой резистентности (и деформируемости, как 
следствие) позволят лучше понять природу межви-
довых особенностей крови. 

Существует ряд методов, направленных на опре-
деление деформируемости эритроцитов. Распро-
странены методы, основанные на оценке дефор-
мируемости, как функции напряжения сдвига, 
которые включают модуль измерения деформиру-

емости на LORRCA (Laser Optical Rotational Red 
Cell Analyser) [23], RheoScan-D [24] и автоматиче-
ский реоскоп ARCA (Automated Rheoscope and Cell 
Analyzer) [25]. В нескольких из методов оценки 
деформируемости также применяется проточная 
цитометрия: аннексиновый тест [26], EMA-тест 
[27]. Другие подходы включают атомно-силовую 
микроскопию [28], микропипетирование [29], оп-
тический пинцет [30], микрогидродинамику [31], 
фильтрацию эритроцитов через целлюлозные ко-
лонки [32]. Ряд методов оценки деформируемости 
полностью или частично опирается на оценку ос-
мотической устойчивости эритроцитов. Среди них 
наиболее распространены спектральный тест [33] и 
эктацитометрия на анализаторе LORRCA [23]. Так-
же предложены проточная цитометрия [34] и оцен-
ка осмотического лизиса при гидродинамическом 
фокусировании в микропотоке [35]. Существую-
щие методы оценки осмотической устойчивости 
имеют ряд недостатков, которые ограничивают их 
применение. Результаты теста крайне зависят от 
температуры [33], что обычно не контролируется 
при измерении степени гемолиза при помощи всех 
упомянутых методов. Необходимость приготовле-
ния ряда гипотонических растворов при исполь-
зовании спектрального метода приводит к росту 
сложности отдельного эксперимента. Цитометри-
ческие методы менее трудоемки, но их протоколы 
позволяют рассчитать только отношение количе-
ства клеток до и после разбавления среды. Осмоти-
ческая градиентная эктацитометрия предоставляет 
только один параметр, соответствующий результа-
там спектрального метода, что усложняет сравни-
тельный анализ данных, полученных в различных 
лабораториях. В данной работе предлагается новый 
метод определения осмотической резистентности 
эритроцитов. Как и при эктацитометрии, регистра-
ция деформационных характеристик осуществля-
ется на основе дифракционной картины образца. 
Эксперименты проводятся на лазерном анализато-
ре частиц LaSca (Laser Scattering), адаптированном 
к биомедицинским исследованиям. LaSca позво-
ляет регистрировать изменение объема и формы 
клеток, агрегацию, агглютинацию, образование 
микрочастиц и лизис в кинетическом режиме при 
постоянстве температурных условий [36]. Ранее 
методом лазерной дифракции были успешно оха-
рактеризованы объемные изменения эритроцитов 
при аммонийном, окислительном и осмотическом 
стрессе [37]. При действии на эритроциты фарма-
кологических препаратов метод лазерной дифрак-
ции дает результаты, которые значимо соотносятся 
с результатами, полученными методами проточной 
цитометрии и микрофлюидного анализа. Показа-
но, анализатор частиц возможно использовать для 
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оценки мембран эритроцитов для характеристики 
скрытой анемии при действии противоопухолевых 
препаратов [2]. 

Цель данного исследования — сравнительный 
анализ параметров осмотической резистентности 
эритроцитов различных таксонов позвоночных с 
применением разработанного нами метода, ос-
нованного на лазерной дифракции света. Среди 
анализируемых животных 2 вида млекопитающих 
(Homo sapiens, Rattus norvegicus domestica), один вид 
птиц (Coturnix japonica domestica), амфибий (Rana ri-
dibunda), рыб (Carassius carassius) и миног (Lampetra 
fluviatilis). 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Животные. В работе использовались: крысы 

линии Wistar, полученные из питомника лабора-
торных животных ИЭФБ РАН (Санкт-Петербург) 
(n  =  7). До эксперимента крысы содержались в 
стандартных условиях вивария. Японские перепе-
ла Coturnix japonica domestica (n = 6) были получены 
от местного хозяйства (Санкт-Петербург, Россия) в 
возрасте 45–50 дней в сентябре 2023 г. Содержались 
в двух клетках по 5 особей. Корм/комбикорм и во-
да предоставлялись ad libitum. Птицы содержались 
при искусственном освещении с длительностью 
светового дня 14 ч. Температура воздуха в помеще-
нии поддерживалась постоянной 25–28°С, также 
был установлен рециркулятор воздуха с ультрафи-
олетом для дезинфекции воздуха. Взрослые особи 
обыкновенного карася Carassius carassius Linnaeus 
(вес 150–230 г, n = 12) были получены в местном хо-
зяйстве (Санкт-Петербург, Россия) в октябре 2019 г. 
и содержались в течение до 2 недель до эксперимен-
та в аэрируемых аквариумах объемом 70 л, обору-
дованных водной проточной системой (температу-
ра воды 10–14 °С, концентрация кислорода 7–8 мг  
О2 л-1). В период акклиматизации рыб кормили 
один раз в день специализированным кормом для 
рыб (Tetra Pond, Tetra, Melle, Германия) из расчета 
5% от массы тела/особь. Особей озерной лягушки 
(Rana ridibunda) (вес 135 ± 10.4 г, n = 15) и речной 
миноги (Lampetra fluviatilis) (вес 25 ± 5.2 г), n = 30) 
отлавливали в осенний период 2020–2021 гг. в во-
доемах Ленинградской области. В период аккли-
матизации к лабораторным условиям (2 недели) и 
экспериментов лягушек содержали в затемненных 
пластиковых боксах с невысоким уровнем воды при 
температуре +4–+8℃. Миног размещали в охлаж-
даемых затемненных бассейнах с аэрируемой прес-
ной водой (+4–+8℃). На период акклиматизации 
и экспериментов лягушек и миног не кормили.

Участники. Эксперименты с участием людей 
проведены на крови 27 здоровых доноров (возраст 
от 20 до 74 лет). 

Реактивы. HEPES (4-(2-гидроксиэтил)-1-пи-
перазинэтансульфоновая кислота); хлорид на-
трия (NaCl); хлорид калия (KCl); хлорид магния  
(MgCl2); D-глюкоза; этиленгликольдиаминтетраук-
сусная кислота (Ethylene glycol-bis(2-aminoethyleth-
er)-N,N,N′,N′-tetraacetic acid, EGTA). Приобретены 
в Sigma-Aldrich (Германия). В экспериментах с че-
ловеческой кровью использовался изотонический 
HEPES buffer, приготовленный в соответствии с 
протоколам для анализатора LORRCA, одобрен-
ного для клинических исследований [23]. Состав 
буфера в мМ: 10 HEPES, 140 NaCl, 5 KCl, 2 MgCl2, 
5 D-глюкоза, 2 ЭГТА, pH = 7.4 (рН-метр Metler 
Toledo, Колумбус, Огайо, США), 300 мОсмоль/кг 
H2O (мОсм), контроль осмоляльности осущест-
влялся криоскопическим осмометром Osmomat 
3000 (Gotec, Германия). Тот же буфер использо-
вался в экспериментах с эритроцитами крыс. Для 
работы с эритроцитами других видов использовали 
следующие растворы: птицы: 10 HEPES, 140 NaCl, 
2 KCl, 1 MgCl2, 14 D-глюкоза, pH=7.6, 320 мОсм; 
амфибии: 10 HEPES, 102 NaCl, 3 KCl, 1 MgCl2, 10 
D-глюкоза, 2 ЭГТА, pH = 7.6, 220 мОсм; рыбы: 15 
HEPES, 128 NaCl, 3 KCl, 1.5 MgCl2, 2.2 D-глюкоза, 
pH = 7.8, 260 мОсм; миноги: 10 HEPES, 140 NaCl, 4 
KCl, 1 MgCl2, 5.5 D-глюкоза, 2 ЭГТА, pH = 7.4, 260 
мОсм.

Выделение эритроцитов из цельной крови. Че-
ловеческую венозную кровь брали при помо-
щи закрытой системы взятия венозной крови 
S-Monovette®, с натрия цитратом 3.2% (Sarstedt, 
Германия). Кровь крыс собирали в гепаринизи-
рованные пробирки (гепарин в физрастворе до 
конечной концентрации гепарина 50 МЕ/мл),  
для анестезии был использован ингаляционный 
наркоз 3% изофлурана [38]. Кровь перепелов соби-
рали в гепаринизированные пробирки при пункции 
плечевой вены, 0.6–0.8 мл, без применения ане-
стезии, поскольку болевое воздействие от тонкой 
иглы незначительно и продолжается не долго [39]. 
Кровь амфибий (1.5–2  мл) отбирали путем пунк-
ции сердца стерильным гепаринизированным пла-
стиковым шприцем на 2 мл после анестезирования 
животного. Кровь рыб (1–1.5 мл) собирали в гепа-
ринизированные шприцы путем пункции хвосто-
вой вены. У миног кровь (1.5–2 мл) отбирали путем 
декапитации анестезированного животного и по-
следующего сбора крови в стерильную гепарини-
зированную пластиковую пробирку объемом 5 мл.  
Использованная анестезия для амфибий, рыб и 
миног — SYNCAINE (MS 222; fish anesthetic; Syn-
del, США), расчет дозы проводили по калькулятору 
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Syndel. Во всех случаях эритроциты дважды промы-
вали буфером физиологической осмоляльности, 
соответствующей виду животного.

Метод лазерной дифракции (мануальный). Экспе-
рименты проводили на лазерном анализаторе час-
тиц LaSca-TM (БиоМедСистем, Санкт-Петербург, 
Россия). Эритроциты вносили в кювету, содер-
жащую 1000 мкл буфера исходной осмоляльности 
для исследуемого вида (конечная концентрация 
клеток 1–2*10^8 клеток/мл), регистрировали све-
торассеяние. Снижали осмоляльность добавками 
250–500 мкл дистиллированной воды (dH2O), и на 
каждом шаге изменения осмоляльности вносили 
кратное уровню разбавления количество суспен-
зии эритроцитов для поддержания постоянства 
концентрации клеток. Гемолиз характеризовали по 
данным кинетики прямого светорассеяния. Сни-
жение осмоляльности среды относительно осмо-
ляльности цитоплазмы приводит к росту объема 
эритроцитов и их последующему лизису [40]. Ин-
тенсивность светорассеяния зависит как от объе-
ма частиц, так и от их концентрации [41]. Так как 
вклад данных факторов зависит от угла регистра-
ции рассеяния света, рассчитали оптимальный угол 
регистрации сигнала при помощи программного 
обеспечения MiePlot v4.6.14, предназначенного для 
теоретических расчетов кривых светорассеяния. 
Численные расчеты рассеяния показали, что опти-
мальный угол составляет 5.5 градусов. 

Спектрофотометрический метод. В 8 проби-
рок вносили по 2 мл HEPES-buffer с осмоляльно-
стями (мОсм): 300, 200, 150, 133, 120, 109, 100, 92. 
Разведения соответствуют использованным на ла-
зерном анализаторе частиц при экспериментах с 
эритроцитами человека. В пробирки с разведени-
ями вносили эритроциты (конечная концентрация 
1.25 * 10^7 клеток/мл). Клетки осаждали центри-
фугированием (20 сек, 3000  g) (Eppendorf 5415D, 
Eppendorf, Германия). Анализ супернатанта про-
водили на спектрофометре СПЕКС ССП-715-М 
(ООО «Спектроскопические системы») при 25 °C и 
длине волны 540 нм. 

Проточная цитометрия. Использовали модифи-
цированный протокол, предложенный Won и Suh 
[34]. Осмоляльности разведений те же, что исполь-
зовались при спектрофотометрии (конечная кон-
центрация эритроцитов 4*10^8 клеток/мл). Экс-
перименты проводили на проточном цитометре 
CytoFLEX (Beckman Coulter, Brea, США) при 25°C. 
Запись осуществляли в режиме прямого (FSC-A) 
/ бокового (SSC-A) рассеяния и кинетическом ре-
жиме прямого рассеяния (FSC-A) / время (Time). 
Длительность записи одной пробы — 20 секунд, по 
истечении которых меняли пробу на следующую с 
меньшей осмоляльностью и продолжали запись.

Методика оценки результатов экспериментов. 
Зависимости вида доза-ответ (dose-response), ос-
нованные на уравнении Хилла, широко применя-
ются в биологических науках [42]. В приложении 
к описанию гипоосмотического лизиса уравнение 
дозозависимости принимает следующий вид (Урав-
нение 1):
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где Lys  — процент лизировавших клеток, %; 
Lysmax — максимально возможный лизис, %; H
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половинный ответ (осмоляльность, при кото-
рой лизирует половина клеток в диапазоне между 
Lysmax  и Lysmin), мОсм; h  — коэффициент Хилла; 
Osm  — текущая осмоляльность суспензии клеток, 
мОсм.

Коэффициент Хилла и H
50

 рассчитываются по 
линеаризованной форме уравнения Хилла (Урав-
нение 2):
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lnOsm. Наклон построенной прямой — есть коэф-
фициент Хилла, а точка пересечения с осью  
lnOsm — натуральный логарифм H

50
. 

Для построение данной зависимости на первом 
этапе так же необходимо рассчитать эксперимен-
тальный процент лизиса при исследуемых осмо-
ляльностях (Уравнение 3):
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где Lys�  — экспериментальный процент лизиса при 
текущей осмоляльности, %; Rmax  — последняя экс-
периментальная точка перед началом лизиса кле-
ток, у.е; R  — ответ при текущей осмоляльности, у.е. 
Описываемый алгоритм применим и для обработки 
данных спектрофотометрии и проточной цитоме-
трии. При спектрофотометрии расчет ведется по оп-
тической плотности высвобожденного гемоглобина 
в 540  нм (рис. 1a). При проточной цитометрии —  
по числу зарегистрированных событий в области 
(гейте) с клетками (рис. 1b). По точкам строится 
график линеаризованного уравнения Хилла (Урав-
нение 2) и определяются параметры h и H

50
. 

В большинстве случаев значение Lysmax  можно 
приравнять к 100%, однако эритроциты некоторых 
животных могут содержать субпопуляции клеток, 
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не подверженных гипоосмотическому лизису [22]. 
Некоторые воздействия на эритроциты, такие как 
сильный окислительный стресс [37] или действие 
лекарственных препаратов [2], так же приводят к 
росту жесткости клеток и их частичной невоспри-
имчивости к лизису [37]. Для оптимизации значе-
ния Lysmax  использовали метод SLSQP (Sequential 
Least Squares Programming) из библиотеки SciPy 
1.13.0 [43], который позволяет решать последова-
тельность подзадач оптимизации, каждая из ко-
торых оптимизирует квадратичную модель цели 
с учетом линеаризации ограничений. Выбранная 
функция потерь — сумма квадратов остатков, раз-
деленная на количество исследованных осмоляль-
ностей (Уравнение 4):
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где Osm0  — исходная осмоляльность, мОсм;  
Osmn — последняя (наименьшая) исследуемая ос-
моляльность, мОсм; Lys�  — экспериментальный 
процент лизиса, %; Lys  — рассчитанный при той 
же осмоляльности процент лизиса, %; n  — количе-
ство исследованных осмоляльностей (число шагов 
разбавления).

Осмоляльности, соответствующие определен-
ному проценту лизиса (включая H

10
 и H

90
), рас-

считываются по выведенной из уравнения 1 фор-
муле (Уравнение 5):
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где x — процент лизировавших клеток, %. 
Параметр W  характеризует гетерогенность по-

пуляции клеток по их восприимчивости к лизису в 
осмотическом градиенте и определяется, как раз-
ность между H

90
 и H

10
 (Уравнение 6):

 W H H= −10 90 �  (6)

При использовании мануального метода лазер-
ной дифракции расчеты параметров велись по ин-
тенсивности светорассеяния, регистрируемой на 
5.5 градусах (Рис. 2a). Ключевые параметры — H

50
,  

H
10

, H
90

, �W  и, при неполном лизисе, Lysmax  (рис. 
2b). 

Осмотическая резистентность, таким образом, 
характеризуется 5 параметрами, которые наиболее 
полно описывают гипоосмотический лизис кле-
ток: H

50
, H

10
, H

90
, W  и Lysmax  [44]. Параметр H

50
 

широко используется для описания осмотической 
устойчивости эритроцитов, соответствует (при ра-
венстве Lysmax  100%) точке лизиса половины кле-
ток, характеризует среднюю осмотическую устой-
чивость эритроцитов [1]. Параметры H

10
 и H

90
 

характеризуют начало и окончание лизиса. Пара-
метр W описывает осмотический диапазон, в кото-
ром протекает лизис клеток (неоднородность попу-
ляции по степени устойчивости). Параметр Lysmax  
характеризует максимальный процент лизиса. 
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Рис. 1. Примеры первичных данных, полученных методами спектрофотометрии и проточной цитометрии. (a) — спектро-
фотометрия. Разными цветами показаны графики зависимости оптической плотности (OD) от длины волны (λ), отмечена 
использованная длина волны (540 нм). OD возрастает по мере снижения осмоляльности. Точка перед началом лизиса 
(Rmax) — 150 мОсм. (b) — проточная цитометрия. Снижение осмоляльности ведет к снижению числа регистрируемых со-
бытий в области с клетками (RBC) и росту количества микрочастиц (MP). Точка перед началом лизиса (Rmax) — 200 мОсм. 
Приведенные данные получены на эритроцитах человека. Выделение красным — область с эритроцитами, выделение си-
ним — область с микрочастицами.
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Метод лазерной дифракции (автоматический). 
Эксперименты проведены на лазерном анализато-
ре частиц LaSca-TM (БиоМедСистем, Санкт-Пе-
тербург, Россия). Снижение осмоляльности су-
спензии проводили автоматически с заданной 
скоростью разбавления dH2O (8.33 мкл/с). Запись 
интенсивности светорассеяния (реакции клеток) 
осуществлялась с шагом 0.096 с. Осмоляльность 
суспензии в каждой точке рассчитали по формуле 
(уравнение 7): 
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где Osm  — осмоляльность в отдельной точке, 
мОсм; Osm0  — исходная осмоляльность среды, 
мОсм; V0  — исходный объем среды, мкл; υV  — ско-
рость подачи воды, мкл/с; t  — время, прошедшее с 
начала эксперимента, с. Соответствие фактических 
осмоляльностей теоретическим периодически кон-
тролировали на осмометре. 

Так как поддержание постоянства концентрации 
клеток требовало бы подключения второго насоса, 
подающего суспензию эритроцитов, был разрабо-
тал математический алгоритм коррекции исходной 
экспериментальной зависимости, компенсирую-
щий отсутствие добавок суспензии. Получили тео-
ретическую зависимость, характеризующую паде-
ние светорассеяния при снижении концентрации 
дисперсных частиц (латексы известного размера) 
(Уравнение 8):
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где Id  — интенсивность в отдельной точке, у.е.; 
I0  — исходная интенсивность до начала разбавле-
ния, у.е.; kd  — экспериментально определяемый 
временной коэффициент, необходимый ввиду на-
блюдаемых отличий теоретических результатов при 
использовании υV  от наблюдаемых эксперимен-
тально. 

Для нахождения kd  провели серию эксперимен-
тов по разбавлению частиц латекса диаметрами 6, 
10 и 16 мкм в течение 5 минут. Коэффициент kd  
подобран таким образом, чтобы теоретическая за-
висимость соответствовала экспериментальной. 
Наибольшее соответствие между теоретическими 
и экспериментальными зависимостями наблю-
дали при значении kd  = 6.3 и значении υV  = 8.33 
(рис.  3a). Провели корректирование интенсивно-
стей светорассеяния (Уравнение 9):

 I I
I
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где I  — искомая теоретическая интенсивность, 
рассчитываемая для каждой точки; Ie  — экспери-
ментально полученная интенсивность для той же 
точки; Ie0  — начальная экспериментальная интен-
сивность. 

Вычисление параметров осмотической резис-
тентности проводили по скорректированной зави-
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Рис. 2. Пример первичных данных, полученных мануальным методом лазерной дифракции, и визуализация ключевых па-
раметров на лизисной кривой. (a) — метод лазерной дифракции (мануальный). Интенсивность светорассеяния возрастает 
ввиду роста объема клеток при осмоляльностях 200 и 150 мОсм. Затем падает по мере дальнейшего снижения осмоляльности 
в результате гемолизиса. Точка перед началом лизиса (Rmax ) — 150 мОсм. (b) — лизисная кривая, построенная по описанному 
алгоритму. Данные получены на эритроцитах птиц для демонстрации неполного лизиса клеток и параметра Lysmax. Отобра-
жены ключевые параметры, характеризующие устойчивость эритроцитов (H50, H90, H10, W и, Lysmax).
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симости (рис. 3b) по алгоритму, использованному 
для мануального метода лазерной дифракции. 

Время автоматизированного анализа составляет 
5–7 минут. Для общего анализа эритроцитов доста-
точно 5 мкл цельной крови. В предыдущих работах 
продемонстрировано, что использование много-
элементной системы детектирования рассеянно-
го света так же позволяет дифференцировать про-
цессы изменения объема и лизиса клеток, оценить 
функцию распределения частиц по размерам (эри-
троцитарную гистограмму) [36]. Таким образом, в 
результате исследования указанного объема крови 
можно получить 4–6 количественно нормируемых 
параметров, характеризующих объем, форму и ос-
мотическую устойчивость эритроцитов.

Анализ данных. Проверку на нормальность рас-
пределения осуществляли при помощи Shapiro–
Wilk test и Kolmogorov–Smirnov test. При множе-
ственных сравнениях статистическую обработку 
проводили с использованием One-way ANOVA и 
Tukey’s multiple comparisons test (сравнение мето-
да лазерной дифракции с спектрофотометрией и 
проточной цитометрией, сравнение осмотической 
резистентности различных видов животных). При 
сравнении двух непарных переменных использова-
ли Welch's t test (оценка влияния температуры). При 
сравнении двух парных переменных — paired t-test 
(сравнение мануального и автоматического мето-
дов лазерной дифракции). Корреляцию оценивали 
по Pearson correlation coefficient. Формат представ-
ления данных — mean ± sd. Статистически значи-
мые различия — p < 0.05. Статистическая обработка 
проведена в Graphpad Prism 10.1.2 (GraphPad Soft-
ware Inc., San Diego, CA, США). Работа с данными 
проточной цитометрии осуществлялась в CytExpert 
(Beckman-Coulter, Brea, CA, США). Данными, по-

лученными по методу лазерной дифракции, — LaS-
ca_32v.1498 (BioMedSystems Ltd., Санкт-Петербург, 
Россия). Параметры осмотической резистентно-
сти рассчитывались при помощи Python 3.12.0 и 
следующих библиотек: Pandas 2.2.2, SciPy 1.13.0, 
Matplotlib 3.8.4 и Numpy 1.26.4. Python скрипт для 
обработки первичных данных тестов на осмоти-
ческую резистентность представлен на GitHub 
странице нашего проекта: https://github.com/ldelt/
OFTCalculator.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Влияние температуры на осмотическую рези-

стентность эритроцитов. Известно, что осмоти-
ческая резистентность зависит от температуры 
[33], которая не учитывается при использовании 
других методов. Для оценки влияния температу-
ры, провели серию экспериментов по определению 
осмотической резистентности по методу лазерной 
дифракции при 25°C (комнатная температура, ис-
пользуемая при применении других методов) и 37°C 
(физиологическая температура для эритроцитов 
человека). При 25°C существенно возрастают H50 и 
H90 (рис. 4a, b), однако гетерогенность популяции 
клеток по степени устойчивости к гипоосмотиче-
скому лизису (W) значимо не изменяется (рис. 4с). 
Лизисная кривая при 25°C смещена в область более 
высоких осмоляльностей (рис. 4d).

Так как снижение температуры относительно 
физиологической привело к статистически зна-
чимому снижению осмотической резистентности 
эритроцитов человека, эксперименты по определе-
нию осмотической устойчивости эритроцитов че-
ловека и животных далее проводили при соответ-
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ствующих физиологических температурах только 
методом лазерной дифракции.

Сравнение метода лазерной дифракции с методами 
спектрофотометрии и проточной цитометрии. Для 
валидации метода лазерной дифракции и представ-
ленного алгоритма оценки осмотической устойчи-
вости, разработанный метод сравнили с спектро-
фотометрией и проточной цитометрией на примере 
человеческих эритроцитов. Температура — 25 °C. 
Однофакторный дисперсионный анализ не выя-
вил влияние использованного метода на параме-
тры H50 (F(2,14) = 3.439, p > 0.05) и W (F(2,14) = 0.7706, 
p > 0.05), но выявил на параметр H90 (F(2,14) = 4.173, 
p = 0.038). Статистически значимые различия обна-

ружены только между методами лазерной дифрак-
ции и спектрофотометрии и только параметру H90 
(рис. 5a, b, c). 

Исходя из близости лизисных кривых, построен-
ных по экспериментальным точкам (особенно для 
методов лазерной дифракции и спектрофотометрии) 
(рис. 5g), а также из близости рассчитываемых пара-
метров осмотической резистентности (рис. 5d, e, f), 
допустимо использование любого из трех описанных 
методов и сравнение получаемых с их помощью па-
раметров между собой.

Сравнение мануального и автоматического мето-
дов лазерной дифракции. Для упрощения протокола 
эксперимента и снижения вероятности допущения 
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ошибок, разработали автоматический метод лазер-
ной дифракции, который затем сравнили с ранее 
апробированным мануальным методом. Автома-
тический метод апробировали на эритроцитах че-
ловека. При оценке осмотической резистентности 
эритроцитов человека различий по параметрам H90, 

H50 и W выявлено не было (рис. 6a, b, c). Распреде-
ления случайных величин подчиняются нормаль-
ному закону (Shapiro-Wilk test, Kolmogorov-Smirnov 
test, p > 0.05) при близости распределения индиви-
дуальных значений (рис. 6d, e, f). Параметры H90, 
H50 и W, полученные с помощью автоматического 
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метода, коррелируют с соответствующими параме-
трами для мануального метода (рис. 6g, h, i). 

Для эритроцитов крыс статистически достовер-
ных различий между методами по параметрам H90, 
H50 и W не выявлено (рис. 7a, b, c). Распределения 
подчиняются нормальному закону (Shapiro-Wilk 
test, Kolmogorov-Smirnov test, p > 0.05), распределе-
ния для обоих методов близки друг к другу на пря-
мой нормального распределения (рис. 6d, e, f). 

Оценка осмотической резистентности эритро-
цитов человека и крысы при помощи мануального 
и автоматического методов лазерной дифракции 
привела к статистически близким результатам по 
всех оцениваемым параметрам. Основные преи-
мущества автоматического варианта метода: сокра-
щение времени проведения эксперимента, сниже-
ние вероятности человеческой ошибки, отсутствие 
влияния на результат ошибок пипетирования и су-
спендирования, снижение трудозатратности экс-
перимента. 

Сравнение осмотической резистентности эритро-
цитов различных таксонов позвоночных. Провели 
сравнительный анализ осмотической устойчиво-
сти эритроцитов различных таксонов позвоночных 
для выявления видовых и групповых особенно-
стей. Использовали мануальный метод лазерной 
дифракции, так как он позволяет провести оцен-
ку устойчивости при физиологических темпера-
турах и также ранее уже был успешно применен 
для оценки осмотической резистентности эри-
троцитов человека и животных [37, 44]. Одно-
факторный дисперсионный анализ выявил зна-
чимые различия между группами по параметрам 
H90  (F(5,54)  =  369.5, p  <  0.001), H50 (F(5,54) = 350.0, 
p < 0.001) и W (F(5,54) = 19.50, p < 0.001). Осмотиче-
ская устойчивость эритроцитов человека и крысы 
не отличается по параметрам H90 и H50, однако эри-
троциты крыс превосходят эритроциты человека 
по параметру W (рис. 8a, b, c). У птиц параметры 
H50 и W превосходят таковые для млекопитающих, 
однако, несмотря на существенный рост W, ста-
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тистически значимые различия выявлены только 
для H50 по причине высокой дисперсии параме-
тра W и поправки на множественные сравнения 
(рис. 8b, c). Для птиц также выявлена устойчивая к 
гипоосмотическому лизису популяция эритроцитов  

(Lysmax), которая составляет для исследованного ви-
да 13.2 ± 3.2%. Для эритроцитов амфибий, миног и 
рыб получены существенно более низкие значения 
H50 и H90, чем для эритроцитов птиц и млекопита-
ющих. 
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Осмоляльность плазмы крови отличается меж-
ду различными таксонами позвоночных животных, 
ввиду чего снижение концентрации солей на од-
ну и ту же величину для различных видов ведет к 

различному падению осмоляльности относительно 
физиологической. Как следствие, сравнение осмо-
тической резистентности в абсолютных величинах 
может не отражать действительную устойчивость 
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Рис. 9. Сравнение осмотической резистентности эритроцитов различных видов позвоночных в %-х от исходной осмоляль-
ности. (a) — сравнение результатов по H90. (b) — сравнение по H50. (c) — сравнение по W. Температуры и физиологические 
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p > 0.05, * — p < 0.05, ** — p < 0.01, *** — p < 0.001, Tukey’s multiple comparisons test. (d) — зависимости процента лизиса (Lys) 
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лазерной дифракции.
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клеток к перепадам в концентрациях солей отно-
сительно их нормальной концентрации. Более ос-
мотически резистентные в абсолютных величинах 
(mOsm) эритроциты могут быть менее резистентны 
в величинах относительных (доля или процент от 
исходной осмоляльности плазмы) и наоборот. Что-
бы проверить данную гипотезу, оценили осмотиче-
скую резистентность исследуемых таксонов в отно-
сительных величинах (рис. 9). При данном подходе 
различия между эритроцитами птиц и млекопита-
ющих снижаются по H50 и W, однако статистически 
значимо возрастают по H90. Так же возрастают раз-
личия по H50 между эритроцитами миног и земно-
водных. Еще более возрастает гетерогенность (W) 
популяции эритроцитов земноводных относитель-
но гетерогенности эритроцитов других таксонов. 

Параметр W у эритроцитов земноводных обла-
дает значительно большим значением стандартно-
го отклонения (sd) (рис. 8c, рис. 9c). Как следствие, 
невозможно выявить значимость различий по дан-
ному параметру между эритроцитами других иссле-
дованных таксонов. Дополнительное сравнение ос-
мотической резистентности эритроцитов высших 
позвоночных (млекопитающих и птиц) по параме-
тру W выявило значимые различия между эритро-
цитами крысы и человека, а также между эритро-
цитами человека и птиц (как в абсолютных, так и в 
относительных величинах) (рис. 10a, b). Гетероген-
ность популяции эритроцитов крыс и птиц не от-
личается статистически значимо. 

Эритроциты амфибий наиболее осмотически 
резистентны по совокупности всех исследованных 
параметров (как в среднем, то есть по H50, так и по 
границам осмоляльностей, в которых протекает ги-
поосмотический лизис — W). Лизис эритроцитов 
Rana ridibunda наблюдается почти сразу после нача-
ла снижения осмоляльности от физиологической. 
Тем не менее, часть популяции клеток лизирует 
только при очень низких осмоляльностях. Эритро-
циты миног продемонстрировали более высокую 
осмотическую резистентность в сравнении с эри-
троцитами рыб. Высшие позвоночные (млекопи-
тающие и птицы) значительно менее резистентны 
в сравнении с низшими (миноги, рыбы, амфибии). 
Различия по осмотической резистентности между 
эритроцитами птиц и млекопитающих неоднознач-
ны: эритроциты птиц менее устойчивы по значе-
нию половинного лизиса в абсолютных величинах, 
но статистически значимо не отличаются в величи-
нах относительных. Эритроциты Rattus norvegicus и 
Coturnix japonica схожи по гетерогенности популя-
ции и существенно превосходят по данному пара-
метру эритроциты человека. Форма лизисной кри-
вой схожа для всех исследованных таксонов, кроме 
птиц (по причине наличия устойчивой к лизису 
популяции клеток) и земноводных (более близкая 
к линейной зависимость, вызванная высокой гете-
рогенностью). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Осморегуляция — сложный физиологический 

процесс, заключающийся в поддержании отно-
сительного баланса воды и электролитов между 
внутри- и внеклеточными жидкостями. Осмоти-
ческая резистентность эритроцитов, то есть их 
способность претерпевать изменения осмоляль-
ности плазмы в специфическом для конкретного 
вида диапазоне, связана с деформируемостью их 
мембраны [1]. Широко известно, что деформируе-
мость определяется множеством факторов, однако 
наиболее значимым из них является поддержание 
структуры спектриновой решетки и стабильности 
ее связей с мембраной [6]. Различия эритроцитов 
различных таксонов животных по деформируемо-
сти и осмотической резистентности, как следствие, 
могут быть обусловлены разницей в структуре и со-
ставе цитоскелета, степенью фосфорилирования 
входящих в его состав белков [45]. Механизмы ос-
морегуляции схожи у миног и кистеперых рыб [46], 
однако эритроциты Carassius Carassius оказались 
существенно менее резистентны, чем эритроциты 
Lampetra fluviatilis. Данная особенность может быть 
следствием дефицита band 3 в мембране эритроци-
тов миног, приводящего к слабой связи между цито-
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Рис. 10. Сравнение гетерогенности популяции эритроци-
тов высших позвоночных по устойчивости к гипоосмоти-
ческому лизису. (a) — сравнение в абсолютных величинах 
(mOsm). (b) — Сравнение в относительных величинах (про-
цент от физиологической осмоляльности плазмы). Темпера-
туры и физиологические осмоляльности: 41°C и 320 мОсм  
для Coturnix japonica (n = 6), 37°C и 283 мОсм для Homo sapiens 
(n = 15), 37°C и 294 мОсм для Rattus norvegicus (n = 7). Ис-
пользован мануальный метод лазерной дифракции. ns —  
p > 0.05, ** — p < 0.01, *** — p < 0.001, Tukey’s multiple com-
parisons test.
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скелетом и мембраной. Кроме того, цитоскелет ми-
ног обеднен анкирином, который так же участвует в 
закреплении цитоскелета на мембрану через анки-
риновый комплекс [47]. Другой возможной причи-
ной межвидового разнообразия может быть белок 
4.1R, который у позвоночных имеет спектрин-ак-
тин-связывающий домен (SAB) [48]. Данный белок 
усиливает связь между актином и спектрином, а его 
собственная активность зависит от степени фосфо-
рилирования [49]. Кроме того, он связывает фос-
фатидилсерин, который при дефиците белка 4.1R 
переходит на внешнюю мембрану эритроцита, де-
стабилизируя ее [37, 50]. Так же деформируемость 
зависит от наличия ядра: ядерные клетки обладают 
дополнительными цитоскелетными связями, про-
ходящими через ядро и микротрубочки, что тео-
ретически может привести к снижению деформи-
руемости [22, 47]. Эритроциты Carassius Carassius и 
эритроциты Lampetra fluviatilis являются ядерными, 
но слабые связи цитоскелета с ядром по причине 
дефицита band 3 и анкирина, вероятно, могут при-
водить к меньшему снижению осмотической рези-
стентности у эритроцитов миног [47].

Осмотическая резистентность эритоцитов Car-
assius Carassius и Lampetra fluviatilis значительно 
превосходит резистентность эритроцитов птиц и 
млекопитающих. Существование в водной среде 
приводит к развитию особых механизмов осмо-
регуляции. Рыбы живут в постоянном контакте с 
средой, осмоляльность которой существенно от-
личается от осмоляльности их плазмы [51]. У прес-
новодных рыб, включая Carassius Carassius, содер-
жание соли в плазме обычно минимум в 100 раз 
выше, чем в окружающей среде, что компенсиру-
ется выработкой большого объема гипотонической 
мочи [52]. Одно- и двухвалентные ионы реабсор-
бируются эпителием почек и активно поглощаются 
через жабры и кишечник из окружающей среды и 
пищи [52]. Морские виды рыб, напротив, вынуж-
дены компенсировать потерю воды и накопление 
неорганических ионов [51]. Так, например, извест-
но, что эритроциты морских рыб менее устойчивы, 

чем эритроциты наземных млекопитающих, а эри-
троциты пресноводных рыб демонстрируют суще-
ственно большую устойчивость в сравнении с прес-
новодными рыбами [53]. Подобная разница между 
осмотической резистентностью пресноводных и 
морских животных наблюдается повсеместно: эри-
троциты большинства морских беспозвоночных 
обладают низкой осмотической резистентностью 
[54], для большинства пресноводных видов рыб и 
амфибий H50 ниже 150 мОсм [55, 56], для морских 
рыб — значительно выше 160 мОсм [53, 56]. Осо-
бенно низкая осмотическая резистентность харак-
терна для хрящевых рыб (акулы и скаты) [56], что 
объясняется очень высокой осмоляльностью их 
плазмы крови, достигаемой благодаря использо-
ванию мочевины в качестве осмолита [57]. Осмо-
ляльность плазмы хрящевых рыб может превышать 
осмоляльность морской воды — так, например, 
известно, что осмоляльность плазмы Triakidae со-
ставляет 1000 мОсм при осмоляльности морской 
воды 988 мОсм [58]. Следовательно, эритроциты 
хрящевых рыб не подвержены дегидратации даже в 
очень соленых водах [57]. 

Объем эритроцитов коррелирует с их осмотиче-
ской устойчивостью. Так, например, эритроциты 
овец обладают одновременно одними из самых низ-
ких значений как MCV, так и осмотической рези-
стентности [59]. Возможная причина: для прохож-
дения по микроциркуляции эритроциты меньшего 
диаметра не нуждаются в высокой деформируемо-
сти в той же степени, в которой она необходима бо-
лее крупным эритроцитам [60]. Значения MCV для 
исследованных видов приведены в Таблице 1. 

В нашем исследовании различия между эритро-
цитами Homo sapiens и Rattus norvegicus по осмо-
ляльности, при которой регистрируется лизис по-
ловины клеток, статистически незначимы. В более 
ранних работах, однако, отмечается, что осмоти-
ческая устойчивость эритроцитов крысы значимо 
ниже, чем у эритроцитов человека, что может быть 
следствием несоблюдения физиологической тем-
пературы проведения эксперимента или большим 
размером выборки [66]. Тем не менее, построен-
ная лизисная кривая смещена в область более вы-
соких осмоляльностей. Меньшая осмотическая 
резистентность эритроцитов крыс может быть об-
условлена их меньшим объемом в сравнении с 
эритроцитами человека [64, 66]. Популяция эри-
троцитов крыс, однако, лизирует в более широких 
границах осмоляльностей. Известно, что эритро-
циты крыс обладают меньшей деформируемостью, 
что обусловлено не только размером их клеток, но 
и повышенной кальций-индуцированной микро-
везикуляцией мембраны (в сравнении с эритро-
цитами человека) [66]. Концентрация внутрикле-

Таблица 1. MCV исследованных видов позвоночных*

Название вида MCV, fL Источник

Rana ridibunda — [61]
Lampetra fluviatilis 189 [62]
Carassius carassius 242.54 ± 53.28 [63]
Homo sapiens 91.0 ± 5.2 [64]
Rattus norvegicus 61.7 ± 3.6 [64]
Coturnix japonica 136.7 ± 0.7 [65]
* Виды приведены в порядке роста параметра H50.
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точного кальция в эритроцитах крыс существенно 
превосходит концентрацию в эритроцитах челове-
ка [67]. Кроме того, эритроциты крыс более подвер-
жены влиянию экзогенного кальция [68]. Все наши 
эксперименты, однако, были выполнены в безкаль-
циевой среде для сохранения постоянства условий 
для всех исследуемых таксонов, ввиду чего влияние 
экзогенного кальция на результат исключено. 

Наибольшая осмотическая резистентность за-
регистрирована у эритроцитов Rana ridibunda  — 
вида, относящегося к водным амфибиям. Как уже 
было отмечено, размер клеток является значимым 
фактором, существенно влияющим на осмотиче-
скую резистентность [59]. Эритроциты амфибий 
в среднем являются крупнейшими среди эритро-
цитов позвоночных [69]. Так, например, объем 
эритроцитов Pelophylax nigromaculatus составля-
ет 1737.5 ± 299.3 fL, существенно превышая объем 
эритроцитов человека (90.5 ± 11.4 fL) [70]. Известно 
так же, что эритроциты некоторых видов Amphiuma 
могут достигать объема более 10000 fL [69]. Хотя нет 
точных данных о объеме эритроцитов Rana ridibun-
da, известны значения MCV для множества дру-
гих видов лягушек, включая близкородственный 
вид Rana dalmatina (486.19 ± 74.30 fL) [61]. Форма 
лизисной кривой у эритроцитов Rana ridibunda от-
личается от сигмоидной (начало лизиса почти в 
самом начале разбавления, окончание лизиса при 
очень низких концентрациях осмолитов). Высокая 
гетерогенность по степени устойчивости, возмож-
но, обусловлена митозом и амитозом эритроци-
тов в циркуляции крови и, как следствие, высокой 
дисперсией клеток по размеру [71]. Кроме того, хо-
тя большая часть эритроцитов амфибий обладает 
ядром, встречаются так же и безъядерные (у неко-
торых видов Bolitoglossini более 80% эритроцитов) 
[72]. Известно так же, что эритроциты наземных 
амфибий обладают существенно меньшей осмоти-
ческой резистентностью, чем эритроциты водных, 
однако в среднем они более устойчивы, чем эри-
троциты птиц, рептилий и млекопитающих [20]. 

Температура также оказывает влияние на ос-
мотическую резистентность и деформируемость 
эритроцитов всех видов позвоночных [21, 73], что 
может быть обусловлено реорганизацией цитоске-
лета и нарушениями функций его белков [74]. Для 
большинства позвоночных снижение температуры 
ведет к быстрому снижению устойчивости клеток, 
однако встречаются и обратные варианты, при ко-
торых резистентность растет при падании темпе-
ратуры. Так, например, известно, что эритроциты 
крыс, кроликов, морских свинок [75], овец и коз 
[76], домашних куриц и цесарок [73] становятся 
менее осмотически устойчивы при более низких 
температурах. Схоже ведут себя и эритроциты ам-

фибий [21]. Однако, встречается и обратная зави-
симость: эритроциты верблюдов и уток [77] менее 
устойчивы при повышении температуры, что мо-
жет быть адаптацией к резким температурным пе-
репадам (резкое похолодание ночью в пустыне, 
погружение в холодную воду). Эктотермные жи-
вотные нуждаются в особых механизмах защиты 
эритроцитов от осмотического лизиса вследствие 
снижения или повышения температуры плазмы, 
что может быть еще одним фактором, приводя-
щим к развитию повышенной осмотической рези-
стентности их эритроцитов [21]. Исследованные в 
данной работе эктотермные животные (миноги, 
рыбы, амфибии) обладают значительно более вы-
сокой осмотической резистентностью эритроцитов 
в сравнении эндотермными (млекопитающие, пти-
цы). Особенно выделяются эритроциты амфибий, 
что может быть вызвано существенным снижением 
температуры в ходе анабиоза [78, 79]. 

Известно, что эритроциты различных таксонов 
могут так же отличаться по доминирующему вну-
триклеточному катиону. Так, например, в эритро-
цитах человека, кролика, свиньи, морской свинки 
и крысы наблюдается повышенная концентрация 
внутриклеточного калия (клетки HK типа), а в эри-
троцитах собак, кошек, овец и коров — внутрикле-
точного натрия (LK тип) [59, 80]. Влияние данного 
фактора на осмотическую резистентность или объ-
ем клеток, однако, не прослеживается. Эритроциты 
собак относительно крупные (60-75 fL) [81] и одни 
из наиболее осмотически устойчивых среди эри-
троцитов млекопитающих [59]. Эритроциты овец —  
напротив, обладают низким объемом (29.0 ± 0.41) [60] 
и низкой осмотической резистентностью [59, 76].  
Кроме того, наблюдается стабильное увеличение 
оттока калия из HK клеток при повышении тем-
пературы. В случае LK эритроцитов кошек и собак 
отток натрия обладает максимумом при 37°C [80]. 
Тем не менее, влияния данного фактора на осмо-
тическую резистентность также, вероятно, несуще-
ственно (эритроциты верблюдов относятся к HK 
типу) [82].

Эритроциты птиц существенно отличаются от 
эритроцитов млекопитающих. 13.2 ± 3.2% эритро-
цитов Coturnix japonica domestica не подвержены ги-
поосмотическому лизису. Тем не менее, степень 
гемолиза эритроцитов птиц может варьировать-
ся в зависимости от резкости перехода с высокой 
на более низкую осмоляльность [22]. Показано, 
что эритроциты домашней курицы не лизируют 
до 100% при разведении в чистой воде, однако ли-
зируют в мягких гипотонических условиях [22]. В 
данной работе осмоляльность снижалась в одной 
кювете (пробирке) с лагом приблизительно 2 ми-
нуты, процент лизиса фиксировался после каждого 
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шага разбавления. Половинный лизис для эритро-
цитов птиц оценивался, как лизис половины той 
части популяции клеток, которая подвержена ги-
поосмотическому лизису. При данном подходе эри-
троциты Coturnix japonica domestica демонстрируют 
меньшую осмотическую устойчивость в сравнении 
эритроцитами млекопитающих по осмоляльности, 
соответствующей половинному лизису. Эритро-
циты Coturnix japonica domestica обладают овальной 
формой, содержат ядро и митохондрии [83], что 
может быть причиной их сниженной устойчиво-
сти. Так, например, известно, что эритроциты тех 
птиц, клетки которых имеют более шарообразную 
и близкую к эритроцитам млекопитающих форму, 
менее подвержены гипоосмотическому лизису [83]. 
Тем не менее, эритроциты Coturnix japonica domes-
tica нельзя однозначно назвать менее осмотически 
резистентными в сравнении с эритроцитами чело-
века и крысы ввиду существенно более широких 
границ осмоляльностей, при которых наблюдается 
лизис, а также наличия устойчивой к лизису части 
популяции клеток. Возможно, что причина рези-
стентности эритроцитов птиц к гемолизу в чистой 
воде, а так же причина вариативности степени ли-
зиса от разбавления среды, заключаются в наличии 
обнаруженных в мембране эритроцитов курицы 
неактивных/нефункциональных аквапоринов, ко-
торые необходимы для адаптации к длительным пе-
релетам, в ходе которых птицы потребляют только 
бессолевую влагу [22, 84]. 

Состав жирных кислот фосфолипидного бислоя 
эритроцитов является одним из факторов, влияю-
щих на текучесть мембраны, однако в исследовани-
ях последних лет было показано, что деформируе-
мость/гибкость мембраны эритроцитов в первую 
очередь определяется структурой цитоскелета кле-
ток и, в меньшей степени, составом самого фосфо-
липидного бислоя. Именно цитоскелет определяет 
морфологию, размер и биомеханические свойства 
мембран эритроцитов [85, 86]. У животных данных 
по осмотической устойчивости эритроцитов зна-
чительно меньше, но для них также предполагается 
преимущественное влияние цитоскелета на биофи-
зические свойства мембраны эритроцитов. Напри-
мер, эритроциты курицы были отмечены как более 
устойчивые к гидродинамическому разрушению по 
сравнению с эритроцитами рыбы, что было связано 
с повышенным содержанием спектрина [87]. При 
исследовании влияния жирнокислотного состава 
мембран эритроцитов у разных животных, был сде-
лан вывод, что что бислой жирных кислот является 
второстепенным фактором, влияющим на гибкость 
эритроцитов, в части их влияния на текучесть мем-
браны [88].

Результаты проведенного исследования показа-
ли, что эритроциты пресноводных низших позво-
ночных (рыбы, миноги, амфибии) в среднем об-
ладают большей осмотической резистентностью в 
сравнении с эритроцитами высших (птицы, мле-
копитающие). Работы, в которых рассматривались 
пресмыкающиеся, так же подтверждают наши ре-
зультаты, хотя пресмыкающиеся и занимают про-
межуточное положение по степени устойчивости 
эритроцитов [20]. Подобная градация может быть 
обусловлена следующими основными факторами. 
1) Осмотическая резистентность зависит от тем-
пературы как для эндотермных животных, так и 
для эктотермных [21]. Повышенная осмотическая 
устойчивость эндотермных животных позволяет 
компенсировать ту разницу в резистентности, кото-
рая возникает из-за значительных перепадов темпе-
ратур. 2) Так как кожа пресмыкающихся (в отличие 
от кожи амфибий) водонепроницаема, не только 
наземные, но и околоводные рептилии менее за-
висимы от количества солей, растворенных в воде. 
Как следствие, у них нет необходимости в механиз-
мах, обеспечивающих сопоставимо высокую осмо-
тическую резистентность клеток. 3) Так как раннее 
развитие анамний всегда протекает в водной сре-
де, они особенно остро нуждаются в возможности 
обеспечить высокую устойчивость эритроцитов к 
колебаниям осмоляльности, в то время как амнио-
ты, включая пресмыкающихся, защищены от пря-
мого воздействия водной среды на ранних стадиях 
жизненного цикла. Тем не менее, предложенной 
закономерности не подчиняются морские низшие 
позвоночные, для которых характерна сниженная 
осмотическая резистентность по причине высокой 
концентрации растворенных в воде солей. 

Представленный и апробированный в данной 
работе метод лазерной дифракции позволил ко-
личественно оценить осмотическую устойчивость 
эритроцитов человека и животных при соблюдении 
физиологических температур для каждого исследо-
ванного таксона, что было затруднено или невоз-
можно при использовании проточной цитометрии 
[34], спектрофотометрии [33], эктацитометрии [23] 
или оценке гипоосмотического лизиса в микрока-
налах [35]. Разработанный метод, возможно, обла-
дает большим клиническим и исследовательским 
потенциалом, чем спектральный тест на осмоти-
ческую резистентность и цитометрический метод 
Won и Suh. Спектральный тест опирается на гра-
фическое нахождение зависимости процента лизи-
ровавших клеток от осмоляльности. Цитометриче-
ский метод, предложенный Won и Suh, позволяет 
определить лишь отношения количества клеток до 
и после разбавления раствора. Мы предлагаем ма-
тематическое описание процесса гипоосмотиче-
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ского лизиса эритроцитов, при котором возможен 
численный расчет процента лизиса при любой за-
данной осмоляльности. Описанный математиче-
ский алгоритм характеристики осмотической ре-
зистентности применим не только для обработки 
данных, полученных с помощью лазерного ана-
лизатора, но и для исследований, проводимых на 
спектрофотометре или проточном цитометре, что 
способствует унификации получаемых результатов 
и, как следствие, к возможности сравнения дан-
ных, получаемых в различных лабораториях. Кон-
трольные эксперименты по модифицированным 
методам проточной цитометрии и спектрофотоме-
трии дали результаты, близкие к результатам ману-
ального метода лазерной дифракции, а полученные 
при помощи последнего данные о осмотической 
резистентности эритроцитов животных совпадают 
с данными ранее проведенных исследований близ-
ких таксонов. Результаты автоматического метода 
лазерной дифракции коррелируют с результатами 
мануального метода. Кроме того, в дальнейшем так 
же планируется модификация протокола автомати-
ческого метода, которая позволит по результатам 
одного эксперимента получить не только инфор-
мацию о осмотической резистентности эритроци-
тов, но зависимости изменения их формы и объема 
от осмоляльности среды [36]. На текущий момент 
опубликовано достаточно мало сравнительных 
исследований, посвященных осмотической рези-
стентности эритроцитов различных животных, а 
имеющиеся данные часто получены при использо-
вании различных сред, температур, pH, различных 
методов анализа и обработки данных. Разработан-
ный протокол позволит унифицировать подход к 
оценке осмотической резистентности эритроци-
тов, а также существенно сократить время проведе-
ния исследования. Важной областью приложения 
фундаментальных исследований состояния клеток 
крови различных классов животных также являет-
ся мониторинг состояния окружающей среды. Воз-
действие загрязнителей из сточных вод [89], попа-
дание в среду фармакологических препаратов [90], 
аноксия, осмотический стресс и другие факторы 
могут приводить к изменению функции клеток [91]. 
С этой точки зрения данные о нормальном физио-
логическом ответе эритроцитов различных видов 
животных и человека на осмотический стресс мо-
гут в дальнейшем служить референсным уровнем 
при экологических исследованиях. 

По результатам проделанной работы можно сде-
лать следующие выводы:

Пресноводные низшие позвоночные (рыбы, ми-
ноги, амфибии) обладают более осмотически рези-
стентными эритроцитами, чем высшие позвоноч-
ные (птицы, млекопитающие). 

Показаны преимущества метода лазерной диф-
ракции для оценки биофизических параметров 
эритроцитов (скорость гемолиза, завершенность 
гемолиза, степень гетерогенности популяции кле-
ток по степени устойчивости к гипоосмотической 
среде) по сравнению с методами спектрофотоме-
трии и проточной цитометрии.

Разработаны температурные протоколы для 
проведения гипоосмотического теста у различных 
видов животных.
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The osmotic fragility of erythrocytes serves as a crucial parameter indicating the cells' ability to endure varia-
tions in the osmotic environment. Disorders in this attribute are often correlated with a spectrum of pathologies, 
encompassing hemolytic anemias, malignant tumors, and cardiovascular dysfunctions. Notably, osmotic fragil-
ity exhibits variability across different animal species and closely intertwines with their respective ecosystems. 
A methodology for assessing osmotic fragility has been devised utilizing a laser particle analyzer, facilitating the 
real-time monitoring of cell concentration changes under controlled temperature conditions. The species exam-
ined include Homo sapiens, Rattus norvegicus domestica, Coturnix japonica domestica, Rana ridibunda, Carassius 
carassius, and Lampetra fluviatilis. The methodology is presented in two variants: (1) manual water additions 
and (2) automated medium dilution. Key parameters characterizing osmotic fragility include H50 (the osmolality 
causing lysis in half of the susceptible cells), H90 (lysis in 90% of the cells), and W (heterogeneity in lysis fragility 
within the cell population). The findings obtained through the developed method did not show statistically sig-
nificant deviations from the results obtained using spectrophotometry and flow cytometry concerning parameters 
such as H50 and W. Moreover, no noteworthy disparities were observed between the outcomes of the automatic and 
manual methodologies. Erythrocytes of aquatic and semi-aquatic animals exhibit significantly higher resistance 
to hypotonic lysis. Among all species examined, amphibian (Rana ridibunda) and lamprey (Lampetra fluviatilis) 
erythrocytes demonstrated the lowest osmotic fragility. The most pronounced variability in resistance levels was 
detected among amphibians, with differences nearly doubling in comparison to other taxa examined. While mam-
malian erythrocytes (including those of humans and rats) exhibited similar fragility levels, they displayed less 
uniformity in their resistance profiles. Bird erythrocytes, on the other hand, demonstrated a half-lysis occurrence 
at higher osmolality levels compared to mammalian erythrocytes. Nonetheless, bird erythrocytes (Coturnix japon-
ica domestica) lysed over a considerably wider osmotic range and contained a subset of cells resilient to hypotonic 
lysis. These findings indicate that erythrocytes of lower vertebrates possess lower osmotic fragility compared to 
those of higher vertebrates, a phenomenon likely attributable to embryonic characteristics, ecto-/endothermy, and 
habitat considerations.
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