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Effect of Low Ozone Doses on Erythrocyte Hypertonic Lysis

Регистрировали динамику гемолиза эритроцитов в гипертонических растворах с содержанием NaCl 0,25 М, 0,45 М,
0,85 М, 1 М и 2 М при температуре 4°С в течение 8 суток при добавлении в среду инкубации озона в дозах 0,16, 0,32 и
0,48 мг/л. В средах, содержащих озон в дозе 0,16 мг/л, гемолиз эритроцитов нарастал медленнее, чем средах с теми же
концентрациями NaCl без добавок озона. После замораживания-оттаивания  эритроцитов в криозащитной среде
«Пропандиосахароль» наблюдалось замедление гемолиза при введении в суспензию оттаянных клеток озона в дозе 0,16 мг/л.
Результаты объясняются модификацией мембран эритроцитов под действием малых доз озона.
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Реєстрували динаміку гемолізу еритроцитів в гіпертонічних розчинах з вмістом NaCl 0,25 М, 0,45 М, 0,85 М, 1 М і 2 М

при температурі 4°С протягом 8 діб при додаванні в середовище інкубації озону в дозах 0,16, 0,32 і 0,48 мг/л. В середовищах,
що містили озон в дозі 0,16 мг/л, гемоліз еритроцитів наростав повільніше, ніж в середовищах з тими ж концентраціями NaCl
без добавок озону. Після заморожування-відтавання еритроцитів у кріозахисному середовищі “Пропандіосахароль”
спостерігалось сповільнення гемолізу при введенні в суспензію еритроцитів, що відтанули, озону в дозі 0,16 мг/л. Результати
пояснюються модифікацією мембран еритроцитів під дією малих доз озону.

Ключові слова: гемоліз, еритроцити, озон, інкубація.
There was registered the dynamics of erythrocyte hemolysis in hypertonic solutions with 0.25, 0.45, 0.85, 1 and 2 M NaCl

content at 4°C within 8 days when adding ozone in 0.16, 0.32 and 0.48 mg/l dose into the medium. In the media, containing ozone in
0.16 mg/l dose the erythrocyte hemolysis increased slower, than in those with similar NaCl concentrations free of ozone additives.
After erythrocyte freeze-thawing in “Propandiosakharol” cryoprotective medium there was observed the hemolysis delay when
introducing 0.16 mg/l ozone into the thawed cell suspension. Results are explained with modifying the erythrocyte membrane under
low ozone dose effect.

 Key-words: hemolysis, erythrocytes, ozone, incubation.
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Целостность мембран – один из показателей
сохранности клеток при криоконсервировании.
Согласно [7, 10], сильным фактором повреждения
клеточных мембран при замораживании является
действие гиперконцентрированных растворов,
образующихся при вымораживании основной
массы воды. Причиной повреждения мембран
считают также постгипертонический шок, возни-
кающий в ходе оттаивания замороженных клеток
[11]. Для исследования явлений осмотического
стресса моделируется ситуация, имеющая место
при замораживании биологических систем. В таких
экспериментах клетки не замораживают, а перено-
сят из среды инкубации в среду, существенно
отличающуюся осмолярностью, и наблюдают за
реакцией клеток на сильное изменение осмоляр-
ности [6].

В работах [1, 3] отмечено, что обработка сус-
пензии эритроцитов озоном в определенных малых
дозах (получивших название «терапевтические
дозы») снижает вязкость липидного бислоя мем-

Membrane integrity is one of the cell preservation
indices under cryopreservation. According to the papers
[7, 10] the effect of hyper-concentrated solutions,
formed under bulk water freeze-out, is a strong factor
of cell membrane damage. Post-hypertonic shock,
occurring  under frozen cell thawing is also considered
to cause a membrane damage [11, 12]. The situation,
occurring during biological system freezing is modelled
to investigate the osmotic stress phenomena. In these
experiments the cells are not frozen but transferred
from the incubation medium into that, substantially
differed by osmolarity rate, and a cell response to its
strong change is observed [6].

As noted in the papers [1, 3] the erythrocyte suspen-
sion treatment with low ozone doses (named as “thera-
peutic doses”) reduces the membrane lipid bilayer
viscosity. At the same time an increase in erythrocyte
deformability, depending on the spectrin-actin network
state is observed. The ozone effect results in a higher
erythrocyte motility in capillaries and improvement of
oxygen delivery to tissues [5].
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бран. При этом наблюдается увеличение деформа-
бельности эритроцитов, которая зависит от состоя-
ния спектрин-актиновой сети и ее взаимодействия
с липидным бислоем. Результатом действия озона
являются более высокая подвижность эритроцитов
в капиллярах и улучшение снабжения тканей
кислородом [5].

На основании этих результатов можно пред-
положить, что малые дозы озона будут способны
увеличивать деформабельность эритроцитов и
повышать их устойчивость при криоконсер-
вировании. Представляет интерес исследовать
действие малых доз озона на эритроциты в
условиях, моделирующих возникновение гипер-
концентрированных растворов при замораживании
и в реальных условиях замораживания-оттаивания
клеток.

Цель работы – исследовать влияние озона на
динамику гемолиза эритроцитов в гипертонических
растворах с разной концентрацией NaCl  от 0,15 до
2 М при 4°С без замораживания, а также после
замораживания-оттаивания суспензии эритроцитов
с криопротектором “Пропандиосахароль” [2].

Материалы и методы
В опытах использовали донорскую кровь

человека. Центрифугированием крови в течение
5-10 мин при 800 g эритроциты отделяли от плазмы,
далее клетки суспендировали в физиологическом
растворе. Образцы клеток переносили из физиоло-
гического раствора в гипертонические с различной
концентрацией NaCl. Каждую суспензию эритро-
цитов, перенесенных в гипертонический раствор,
разделяли на несколько проб, в которые вводили
различные дозы озона. Пробы выдерживали в
холодильнике при температуре 4°С до 8 суток, пе-
риодически измеряя гемолиз эритроцитов. Контро-
лем служили пробы суспензий эритроцитов, не
содержащих озон.

Чувствительность эритроцитов к гипертони-
ческому шоку оценивали спектрофотометричес-
ким методом по выходу гемоглобина из разрушен-
ных клеток и выражали в процентах по отношению
к суммарному количеству гемоглобина в исходной
суспензии клеток. Измерения проводили на спек-
трофотометре СФ-4А на длине волны 543 нм. Для
определения 100%-го гемолиза эритроциты разру-
шали тритоном Х-100 (0,1%).

Озон получали из газообразного кислорода
(ГОСТ 5583-78). Использовали генератор озона с
разрядником безбарьерного типа [3]. Требуемую
дозу озона вводили в суспензию эритроцитов,
добавляя в физиологический раствор с раство-
ренным в нем озоном в известной концентрации.
Для растворения озона физиологический раствор
барботировали озоно-кислородной смесью, причем
для снижения скорости распада озона флакон с

Low ozone doses may be assumed as capable to
increase the erythrocyte deformability and increase
their resistance under cryopreservation. Of interest is
to study the effect of low ozone doses on erythrocytes
under conditions, modelling the occurrence of hyper-
concentrated solutions during freezing and under real
condition of cell freeze-thawing.

The research was targeted to study the ozone effect
on dynamics of erythrocyte hemolysis under NaCl
solutions with different concentration from 0.15 up to
2 M at 4°C without freezing, as well as after erythrocyte
suspension freeze-thawing with “Propandiosakharol”
cryoprotective solution.

Materials and methods
Human donor blood was used in experiments.

Erythrocytes were separated from plasm with 5-10 min
blood centrifugation at 800 g and suspended in
physiological solution. Cell samples were removed out
of isotonic solution into hypertonic one with different
NaCl concentration. Each erythrocyte suspension,
transferred into hypertonic solution was separated in
several samples, where various ozone doses were in-
troduced. Samples were kept in refrigerator at 4°C up
to 8 days with a periodic measuring of erythrocyte
hemolysis. Samples of ozone-free erythrocyte suspen-
sions served as the control.

Erythrocyte sensitivity to hypertonic shock was
spectrophotometrically evaluated by hemoglobin relea-
se out from destroyed cell and expressed as percentage
in respect to its summary amount in initial cell suspen-
sion. Measurements were done in SP-4A spectrophoto-
meter at 543 nm wavelength. In order to determine
100% hemolysis the erythrocytes were destroyed with
X-100 triton (0.1%).

Ozone was procured from gaseous oxygen (5583-78
All-Union State Standard) using the ozonizer with a
barrier-free arrester [3]. The required ozone dose was
introduced into erythrocyte suspension, by adding in it
a physiological solution with a dissolved ozone under
certain concentration. To dissolve ozone the physio-
logical solution was bubbled with ozone-oxygen mixture,
moreover for reducing the rate of ozone decay the
flask with physiological solution was placed into
container with melting ice. The dissolved ozone con-
centration was spectrophotometrically measured   with
SPECORD UV VIS device by light absorption on
253.7 nm wavelength [4].

Erythrocytes were frozen by sample immersing into
liquid nitrogen, metal and glass covers with splits
between sample surface and cover wall were applied
during freezing [2]. Erythrocytes were thawed on water
bath at 37°C.

Results and discussion
The Fig. 1 presents the dependencies of erythro-

cytes hemolysis extent on their incubation time at 4°C
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физиологическим раствором помещали в тающий
лед. Концентрацию озона измеряли спектрофото-
метрическим методом на приборе Specord NV VIS
по поглощению света  на длине волны 253,7 нм.
Данный метод применим для измерения концент-
рации озона как в газовой фазе, так и растворен-
ного в жидкости [4].

Эритроциты замораживали погружением образ-
цов в жидкий азот, применяя металлические и
стеклянные чехлы с зазорами между поверхнос-
тью образца и стенкой чехла [2]. Эритроциты ото-
гревали на водяной бане при 37°C.

Результаты и обсуждение
На рис. 1 представлены зависимости степени

гемолиза эритроцитов от времени их инкубации при
4°C в средах с разными концентрациями NaCl в
присутствии озона в различных дозах.

Величина гемолиза остается близкой к нулю в
течение некоторого времени с момента переноса
клеток в новую среду инкубации. При отсутствии
озона в средах, содержащих 0,15, 0,25 и 0,85 М
NaCl,  это время составляет 3-е суток, в средах с
концентрацией 0,45 и 1 М NaCl – 2-е cуток. В среде
с концентрацией NaCl 2 М гемолиз эритроцитов
наблюдается сразу после помещения клеток в
среду инкубации и составляет 5%. В процессе
экспозиции проб до 5 сут гемолиз с течением
времени увеличивается во всех образцах.

Действие озона на динамику гемолиза эритро-
цитов (рис. 1) сильно зависит как от дозы озона,
так и от осмолярности среды инкубации. В средах
с концентрацией NaCl 0,15 и 0,25 М дозы озона 0,16
и 0,32 мг/л замедляют протекание гемолиза, а доза
озона 0,48 мг/л приводит к его увеличению, уже
начиная с момента помещения клеток в среду
инкубации. В средах с концентрацией NaCl 45 и
0,85 М гемолиз еще в большей степени снижается
при дозе озона 0,16 мг/л, однако доза озона 0,32 мг/л
не приводит к замедлению гемолиза и результаты
в пределах погрешности эксперимента совпадают
с полученными для контрольных образцов. Доза
озона 0,48 мг/л, как и в предыдущих опытах,
приводит к сильному возрастанию гемолиза.
Добавка озона в суспензию эритроцитов в опти-
мальной дозе (в данном случае 0,16 мг/л) замед-
ляет лизис клеток в гипертонических средах.

Полученные данные свидетельствуют о том,
что присутствие озона в дозах 0,16 и 0,32 мг/л в
суспензии эритроцитов повышает устойчивость
клеток к литическому действию гиперконцент-
рированных растворов солей. Повышение устойчи-
вости клеток зависит от дозы озона и связано, по
нашему мнению, с модифицирующим действием
озона на клеточные мембраны.

in the media with different NaCl concentrations at
ozone presence in different doses.

Hemolysis value was close to zero within some
period after cell transfer into a next incubation medium.
Under ozone absence in the media, containing 0.15,
0.25 and 0.85 M NaCl this time makes 3 days, in the
media with 0.45 and 1M NaCl concentration it was 2
days. In the medium with 2M NaCl concentration the
erythrocyte hemolysis is observed right after cell pla-
cing into incubation medium and makes 5%. During
sample exposure up to 5 days the hemolysis increases
with time in all the samples.

Ozone effect on erythrocyte hemolysis dynamics
(Fig. 1) mostly depends on ozone dose and osmolarity
rate of incubation medium. In the media with 0.15 and
0.25 M NaCl concentrations the 0.16 and 0.32 mg/l
ozone doses inhibit hemolysis but that of 0.48 mg/l
results in its rise starting from the moment of cell
placing into incubation medium. In the media with 45
and 0.85 M NaCl concentration there is much more
hemolysis decrease under 0.16 mg/l ozone dose but
that of 0.32 mg/l does not result in hemolysis inhibition
and the results within the limits of experiment error
coincide with those obtained for the control samples.
Ozone dose of 0.48 mg/l either in previous trials results
in a strong hemolysis increase. Ozone adding into
erythrocyte suspension in optimal dose (0.16 mg/l in
this case) inhibits cell lysis in hypertonic media.

The data obtained testify to the fact that 0.16 and
0.32 mg/l ozone dose in erythrocyte suspension increa-
ses a cell resistance to lytic effect of hyper-concen-
trated saline solutions. Augmentation of cell resistance
depends on ozone dose and we believe it is associated
to a modifying ozone effect on cell membranes.

Ozone effect on erythrocyte hemolysis dynamics
in the medium with “Propandiosakharol” cryoprotectant
at 4°C without freezing and after freeze-thawing was
studied under real cryopreservation conditions. Ozone
in 0.16 mg/l dose was added into erythrocyte suspen-
sion by introducing a portion of physiological solution
with the known dissolved ozone concentration of about
10 mg/l. Under 0.16 mg/l dose according to the described
above experiments the ozone contributes most of all to
an increase in erythrocyte resistance to hypertonic lysis.

The Fig. 2 shows that erythrocyte hemolysis at ozone
presence in 0.16 mg/l dose inhibits both in erythrocytes
underwent no freezing and in those after freezing down
to –196°C and following thawing. There was found-
out that ozone adding into erythrocyte suspension before
freezing did not cause the hemolysis inhibition after
thawing. When introducing ozone into cells suspension
after their thawing the hemolysis of frozen-thawed
erythrocytes was established to inhibit. We believe that
this ozone effect is associated to its action on erythro-
cyte membranes. Membrane is the initial target of ozo-

ПРОБЛЕМЫ
КРИОБИОЛОГИИ
Т. 17, 2007, №3

PROBLEMS
OF CRYOBIOLOGY
 Vol. 17, 2007, №3



0

30

60

90

1 3 5 7

0

10

20

30

40

50

60

1 2 3 4 5 6 7 8

0

20

40

60

1 3 5 7
0

2

4

6

8

10

12

14

1 2 3 4 5 6

0

20

40

60

80

1 3 5 7

0

10

20

30

1 2 3 4 5

240

Рис. 1. Зависимости степени гемолиза эритроцитов от времени инкубации при 4 °C в присутствии  озона в средах с
различной концентрацией хлористого натрия, M: а – 0,15; б – 0,25; в – 0,45; г – 0,85; д – 1; е – 2.  Дозы введенного
озона в мг/л: 1 – контроль (без озона); 2 – 0,15 мг/л; 3 – 0,32 мг/л; 4 – 0,48 мг/л.
Fig. 1. Dependency of erythrocyte hemolysis extent on incubation time at 4°C at ozone presence in the media with sodium
chloride different concentrations, M: a – 0.15; b – 0.25; c – 0.45, d – 0.85; e – 1; f – 2. Introduced ozone doses, mg/l: 1 –
control (ozone free); 2 – 0.15; 3 – 0.32; 4 – 0.48.
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В реальных условиях криоконсерирования
исследовали влияние озона на динамику гемолиза
эритроцитов в среде с криопротектором «Пропан-
диосахароль» при 4°С без замораживания и после
замораживания-оттаивания. Озон в дозе 0,16 мг/л
добавляли в суспензию эритроцитов путем введе-
ния порции озонированного физиологического
раствора с известной концентрацией (обычно около
10 мг/л) растворенного озона. При дозе 0,16 мг/л,
согласно описанным выше экспериментам, озон
более всего способствует повышению устой-
чивости эритроцитов к гипертоническому лизису.

Как видно из рис. 2,  гемолиз эритроцитов в при-
сутствии озона в дозе 0,16 мг/л замедляется как в
образцах, не подвергавшихся замораживанию, так
и после их замораживания до –196°С и после-
дующего оттаивания. При этом нами было отмече-
но, что добавление озона в суспензию эритроцитов
перед замораживанием не вызывает замедления
гемолиза после оттаивания. Установлено, что при
введении озона в суспензию клеток после их
оттаивания гемолиз деконсервированных эритро-
цитов замедляется. Мы считаем, что данный эф-
фект озона  связан с его действием на мембраны
эритроцитов. Мембрана является первичной
мишенью воздействия озона на клетку. В работах
[8, 9, 13] было показано, что под действием озона
происходит модификация клеточных мембран.
Озон в малых дозах вызывает повышение дефор-
мабельности мембран, тогда как при высоких
дозах она снижается [14]. Механизм действия
озона на деформабельность мембран связывают
с его влиянием на мембранные белки [16]. Липиды
мембран в меньшей степени по сравнению с мем-
бранными белками подвержены влиянию озона,
особенно при малых его дозах, при которых наблю-
дается повышение деформабельности мембран
[15]. Таким образом, влияние малых доз озона на
повышение устойчивости эритроцитов к гиперто-
ническому лизису и на замедление гемолиза
эритроцитов после замораживания-оттаивания
может быть объяснено модификацией мембран-
ных белков и повышением деформабельности
мембран эритроцитов под действием озона.

Выводы
В работе экспериментально показано, что озон

в малых дозах может обладать модифицирующим
действием по отношению к мембране эритроцитов,
которое проявляется в повышении устойчивости
эритроцитов к гипертоническому лизису и в сниже-
нии скорости гемолиза после замораживания-отта-
ивания. Это свойство озона может быть использо-
вано при разработке протоколов криоконсервиро-
вания биологических объектов.

ne effect on cell. As described in the papers [8, 9, 13]
the modification of cell membrane occurs under ozone
effect. Ozone in low doses causes the augmentation
of membrane deformability, meanwhile it reduces
under high doses [14]. Mechanism of ozone effect on
membrane deformability is associated to its influence
on membrane proteins [16]. Membrane lipids are sub-
jected to ozone effect in a less extent compared to
mem-brane proteins, especially under its low doses
when an increase in membrane deformability is
observed [15]. Thus, the effect of ozone low doses on
a rise of erythrocyte resistance to hypertonic lysis and
erythrocyte hemolysis inhibition after freeze-thawing
may be explained by membrane protein modification
and increase in erythrocyte membrane deformability
under ozone effect.

Conclusions
Ozone in low doses was experimentally demonstra-

ted as capable of having a modifying effect in respect
to erythrocyte membrane, manifesting in an increase
in erythrocyte resistance to hypertonic lysis and
decrease in hemolysis rate after freeze-thawing. This
ozone property may be used when developing protocols
for biological object cryopreservation.

Рис. 2. Зависимость гемолиза эритроцитов от времени
инкубации в среде «Пропандиосахароль» при темпера-
туре 4 оС: 1 – без замораживания и добавления озона; 2 –
без замораживания в присутствии озона в дозе 0,16 мг/л;
3 – после замораживания-оттаивания без добавления
озона; 4 – после замораживания-оттаивания с добав-
лением озона к оттаянной суспензии в дозе 0,16 мг/л.
Fig. 2. Dependency of erythrocyte hemolysis on incubation
time in “Propandiosakharol” medium at 4°C: 1 – without
freezing and ozone adding; 2 – without freezing, at ozone
presence in 0.16 mg/l dose; 3 – after freeze-thawing without
ozone adding; 4 – after freeze-thawing with ozone adding
into the thawed suspension in 0.16 mg/l dose.
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