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Введение. Окислительный стресс является одной из причин повреждения эритроцитов при хранении. Мелатонин 
(МТ) является эффективным антиоксидантом, однако про- и антиоксидантные свойства МТ зависят от типа клеток, 
окислительно-восстановительного состояния, а также экспериментальных условий.
Цель работы — изучить влияние низкой концентрации МТ на морфологию, агрегацию, окислительный стресс 
и метаболизм глюкозы эритроцитов при их долговременном хранении.
Материалы и методы. Лейкофильтрованные эритроциты инкубировали в течение 42 дней в условиях банка крови 
в добавочной среде МАР с МТ (150  пг/мл) и без МТ. Для выявления протективного эффекта МТ при хранении 
эритроцитов изучали морфологию эритроцитов, агрегационный индекс, концентрации метгемоглобина (MetHb), 
м алонового диальдегида (MДA), глюкозы, мочевой кислоты и АТФ в эритроцитах в дни 0, 7, 14, 21, 28, 35 и 42. 
Результаты. На количество деформированных эритроцитов, относительную скорость гемолиза, индекс агрегации, 
концентрации MДA и MetHb значительно влияли как время хранения (p < 0,0001), так и наличие мелатонина (p < 0,01), 
их взаимное действие влияло только на количество деформированных эритроцитов (p < 0,0001). На концентрацию 
глюкозы, молочной кислоты и АТФ влияло время хранения (p < 0,0001), но не концентрация МТ (p > 0,05). Количество 
деформированных эритроцитов, относительная скорость гемолиза, MДA и MetHb в группе МТ были значительно 
ниже, чем в контрольной группе в конце срока хранения (p < 0,05).
Заключение. Низкие концентрации МТ оказывали протективный эффект на качество хранимых эритроцитов 
благодаря антиоксидантному эффекту. 
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Introduction. Oxidative stress is one of the important causes of red blood cells (RBCs) storage lesion. As a hormone, melato-
nin (MT) is also an effective antioxidant, however the pro- and antioxidative properties of MT depend on the cell type, redox 
state, as well as experimental conditions. 
Aim of this study — to investigate the protective effects of low concentration of MT on the stored RBCs in vitro.
Materials and methods. Leukofi ltered RBCs were incubated in MAP RBC additive solution with or without 150 pg/mL of MT 
for 42 days under blood bank conditions. The morphology, aggregation index, methemoglobin (MetHb), m alondialdehyde 
(MDA), glucose, lactic acid and ATP of RBCs were detected on days 0, 7, 14, 21, 28, 35 and 42 to observe the protective 
effects of MT during the storage of RBCs. 
Results. During RBCs s torage, the number of deformed RBCs, relative hemolysis rate, aggregation index, MDA and MetHb 
were signifi cantly affected by both storage time (p  <  0.0001) and melatonin (p  <  0.01), and they had interaction only 
on the number of deformed RBCs (p < 0.0001). The concentration of glucose, lactic acid and ATP were affected by storage 
time (p < 0.0001), but not by MT concentration (p > 0.05). The number of deformed RBCs, relative hemolysis rate, MDA 
and MetHb in MT group were signifi cantly lower than that in control group at the end of storage stage (p < 0.05). 
Conclusion. Our study showed low hypnotic drug concentration of MT is speculated to have protective effects on the quality 
of stored RBCs through antioxidative mechanism. 
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ABSTRACT

Введение
Трансфузии эритроцитов являются важной состав-
ной частью интенсивной терапии и часто используются 
у больных с острой массивной кровопотерей, ожогами, 
анемией, хирургическим вмешательством, злокачест-
венными новообразованиями и тяжелыми травмами. 
Они незаменимы для улучшения снабжения кислоро-
дом, содействуют коагуляции, спасают жизнь больных. 
Однако концентраты эритроцитов при хранении in vitro 
претерпевают ряд биохимических и морфологических 

Introduction
Transfusion is an important medical practice of fl uid 

resuscitation, and this service is commonly used for pa-
tients with acute massive blood loss, burns, anemia, sur-
gery, malignancies, and severe trauma. It has an irre-
placeable role in signifi cantly improving oxygen supply, 
promoting coagulation, and saving lives. The concen-
trates of red blood cells (RBCs) during in vitro storage 
undergoes a series of biochemical and morphological 
changes, i. e., the RBCs storage lesions [1–2], which 
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изменений [1–2], которые приводят к повреждению 
мембран эритроцитов, уменьшают их функциональ-
ные свойства. Поэтому в последние годы проблемы 
улучшения качества хранения и продления времени 
хранения эритроцитов стали темами многих иссле-
дований. Истощение энергии и окислительное повре-
ждение являются ключевыми факторами разрушения 
эритроцитов в процессе хранения [3–4]. Для уменьше-
ния окислительного повреждения в раствор добавля-
ют антиоксиданты. В настоящее время имеются сооб-
щения об использовании эндогенных антиоксидантов, 
таких как витамин Е [5], витамин С [6–7], глутатион 
[8–9] и N-ацетилцистеин [10], и некоторых экзоген-
ных фенольных соединений, таких как пропофол [11]. 
Добавление большинства из этих антиоксидантов 
улучшает в определенной степени качество хранения 
эритроцитов, но не может полностью противодейст-
вовать сильному окислительному повреждению. Это 
происходит потому, что существует много разных ви-
дов свободных радикалов, и единственный поглотитель 
свободных радикалов не может эффективно блоки-
ровать полиморфную цепную реакцию. Для решения 
этой проблемы были изучены защитные эффекты вита-
мина С [10, 12], витамина Е [5, 12], цистеина [13] и их 
комбинаций [10]. При использовании всех их были до-
стигнуты некоторые антиоксидантные эффекты за счет 
поглощения гидроксильных радикалов, стабилизации 
клеточной мембраны и поглощения H2O2. Однако вита-
мин С может быть легко окислен сам по себе, и эритро-
циты будут дополнительно повреждены образованием 
свободных радикалов. Кроме того, аддитивные раство-
ры витамина С, цистеина и глутатиона водораствори-
мы, и поэтому их можно легко растворить, но трудно 
ввести в эритроциты. В противоположность этому, ис-
пользуемый в качестве липофильного антиоксиданта 
витамин Е может поступать в клетку, но его трудно рас-
творить в растворе. Изучение аддитивных растворов 
проводится уже много лет, но, несмотря на это, ситуа-
ция с повреждением эритроцитов при хранении суще-
ственно не улучшилась.
Мелатонин (МТ), также известный как N-ацетил-

5-метокситриптамин, представляет собой гормон, 
синтезируемый и секретируемый шишковидной же-
лезой [14]. Он обладает широким спектром физиоло-
гических функций и влияет на биологические часы, 
регулирует иммунную систему и оказывает антиок-
сидантное действие, действуя как прямой поглотитель 
свободных радикалов, а также путем повышения экс-
прессии и активности эндогенных антиоксидантных 
ферментов [15–16]. Кроме того, МТ может оказывать 
антиоксидантное действие на мембрану и на цито-
зол из-за его липофильных и гидрофильных свойств. 
Ввиду этого предполагается, что МТ может явиться 
полезным аддитивным раствором для хранения кон-
центратов эритроцитов. 

leads to reduced survival rate of RBCs. Therefore, it is 
necessary to improve the storage quality and prolong 
the storage time, and these have become the hot re-
search topics in recent years. Energy depletion and oxi-
dative damage are the key factors of RBCs lesion dur-
ing the storage [3–4]. To reduce oxidative damage, 
some antioxidants were added into the additive solution. 
Currently, the endogenous antioxidants such as vita-
min E [5], vitamin C [6–7], glutathione (GSH) [8–9] 
and N-acetylcysteine [10], and some exogen  ous phenolic 
compounds, such as propofol [11], have been reported. 
The addition of most of these antioxidants could im-
prove the storage quality of RBCs to a certain extent 
but could not completely counteract the strong oxidative 
damage. This is because there are many kinds of free 
radicals, and the single free radical scavenger cannot ef-
fectively block the polymorphic chain reaction. To solve 
this problem, the protective effects of vitamin C [10, 12], 
vitamin E [5, 12], cysteine [13] and their combination 
[10] were studied. All of these have achieved some an-
tioxidative effects by scavenging hydroxyl radicals, sta-
bilizing cell membrane, and scavenging H2O2, respec-
tively. However, vitamin C can be easily oxidized by 
itself, and the RBCs were further damaged by generated 
free radicals. In addition, the additives of additive solu-
tion, vitamin C, cysteine, and glutathione (GSH) are all 
water-soluble, and so they can be easily dissolved, but 
it’s diffi cult for them to enter RBCs. In contrast, as a li-
posoluble antioxidant, vitamin E can enter the cell, but 
is diffi cult to dissolve in the additive solution. The study 
of additive solution has never stopped, and also the dam-
age of RBCs during storage has not been substantially 
improved. 

Melatonin (MT), also known as N-acetyl-5-methoxy 
tryptamine, is a hormone synthesized and secreted by 
pineal gland [14]. It has a wide range of physiologi-
cal functions and influences biological clock, regulates 
immune system, and has antioxidant actions that can 
act as a direct free radical scavenger or by increasing 
the expression and activity of endogenous antioxidant 
enzymes [15–16]. In addition, MT can exert antioxi-
dant effects in the membrane as well as cytosol because 
of its lipophilic and hydrophilic properties. In view 
of this, MT is speculated to be a better supplement 
for storage of RBCs. Some studies have shown that 
the pro- and antioxidative properties of MT depended 
on the type of cells, redox state, as well as experimental 
conditions [17]. The human serum MT concentration is 
lower during the day (10–20 pg/mL) and significantly 
higher at night (30–120 pg/mL), which reaches its peak 
at about 3:00 am [18]. The general hypnotic-curing oral 
dose of melatonin is 1 to 3 mg, and the blood  drug con-
centration achieves more than 1.9 ng/mL after 1 hour. 
M.R. Şekeroğlu et al. [11] have shown that 500 pg/
mL MT could prevent the accumulation of malondial-
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Некоторые исследования показали, что про- и ан-
тиоксидантные свойства МТ зависели от типа кле-
ток, окислительно-восстановительного состояния, 
а также условий эксперимента [17]. Концентрация 
МТ в сыворотке человека днем ниже (10–20 пг/мл), 
а ночью выше (30–120 пг/мл), достигая пика при-
мерно в 3 часа утра [18]. Общая пероральная доза 
МТ, используемого в качестве снотворного препара-
та, составляет от 1 до 3 мг, концентрация лекарст-
венного средства в крови достигает более 1,9 нг/мл 
через 1 час. М.R. Şekeroğlu и соавт. [11] показали, 
что МТ в концентрации 500 пг/мл может предотвра-
щать накопление малонового диальдегида (МДА) 
и сохранять концентрации глутатиона, глутатион 
пероксидазы и супероксид дисмутазы, но не влияет 
на каталазу эритроцитов. М. Allegra и соавт. [19] по-
казали, что МТ не только предотвращает выработку 
МДА, но и предотвращает повреждение эритроци-
тов, вызываемое МДА. В некоторых исследовани-
ях сообщалось об ограниченной антиоксидантной 
активности МТ [20] или даже приводились доказа-
тельства его проокислительных свойств [21–24]. 
Цель настоящей работы — изучить влияние низкой 
концентрации МТ на морфологию, агрегацию, окис-
лительный стресс и метаболизм глюкозы эритроцитов 
при их долговременном хранении.

Материалы и методы
Сбор и подготовка проб
Исследование было одобрено комитетом по этике 
Медицинского колледжа Баотоу. Были рекрутирова-
ны 6 здоровых добровольцев в возрасте 18–23 лет. Все 
добровольцы перед сдачей крови подписали инфор-
мированное согласие, у каждого из них было взято 
по 200 мл цельной крови. После лейкодеплеции эри-
троциты ресуспендировали с помощью 50 мл раство-
ра MAP (лимонная кислота 0,20 г, дигидрат цитрата 
натрия 1,50 г, глюкоза 7,93 г, дигидрофосфат натрия 
0,94 г, хлорид натрия 4,97 г, аденин 0,14 г, маннит 
14,57 г в каждых 1000 мл раствора). Эритроциты 
осторожно перемешивали, а затем равномерно рас-
пределяли по двум пакетам. Основным компонентом 
пакета крови являлся пластифицированный поли-
винилхлорид (ПВХ) с двухэтилгексиловым эфиром 
(DEHP) (медицинские полимерные продукты груп-
пы Shandong Weigao Co., Ltd, Шаньдун, Китай). МТ 
добавляли в один мешок (группа МТ) для достиже-
ния конечной концентрации 150 пг/мл, в другой ме-
шок добавляли равный объем растворителя без МТ 
(контрольная группа). Эритроциты затем хранили 
при 4 ± 2 °С. При сроке хранения 0, 7, 14, 21, 28, 35 
и 42 дня из каждого пакета после осторожного сме-
шивания суспензии отбирали по 5 мл образца крови 
и направляли для исследования.

dehyde (MDA) and protect GSH, glutathione peroxi-
dase and superoxide dismutase levels, but did not affect 
the catalase levels of RBCs. M. Allegra et al. [19] have 
shown that MT not only prevents MDA production, 
but also prevents damage of RBCs caused by MDA. 
Some studies have reported the limited antioxidative 
activity of MT [20] or even provide evidence for its 
pro-oxidative properties [21–24]. 

Aim of this study — to investigate the long-term preser-
vation effects of low hypnotic drug concentration of MT 
on the morphology, aggregation, oxidative stress and me-
tabolism of glucose in stored RBCs.

Materials and methods 
Sample collection and preparation 

This study was approved by the Ethics Committee 
of Baotou Medical College. Six healthy volunteers aged 
18–23 years were recruited, and informed consent form 
was obtained before blood donation. 200 mL of whole 
blood was collected from each volunteer. After depletion 
of white blood cells, the packed RBCs were resuspend-
ed in 50 mL MAP solution (citric acid 0.20 g, sodium 
citrate dihydrate 1.50 g, glucose 7.93 g, sodium dihydro-
gen phosphate 0.94 g, sodium chloride 4.97 g, adenine 
0.14 g, mannitol 14.57 g in each 1000 mL additive so-
lution). The RBCs were gently mixed and then evenly 
distributed in 2 blood bags, the main component of the 
blood bag is 2-ethylhexyl ester (DEHP) plasticized 
polyvinyl chloride (PVC) (Shandong Weigao Group 
medical polymer products Co., Ltd, Shandong, China). 
MT was added in one bag (MT group) to reach a final 
whole blood concentration of 150 pg/mL, and an equal 
volume of MT solvent was added in the other bag (con-
trol group). These RBCs were then stored at 4 ± 2 °С. 
At shelf-life of 0, 7, 14, 21, 28, 35, and 42 days, 5 mL 
of blood sample was taken from each bag after gently 
mixing the suspension.
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Определение морфологии эритроцитов
Суспензию эритроцитов объемом 50 мкл исполь-
зовали для изготовления мазка крови, который 
окрашивали по Гимзе. Морфологию эритроцитов 
исследовали под микроскопом (увеличение ×100), ко-
личество деформированных эритроцитов подсчитыва-
ли на 1000 эритроцитов.

Определение индекса агрегации эритроцитов
Для определения агрегации эритроцитов использо-
вали автоматический реометр крови LBY-N6C.

Определение относительной скорости гемолиза
Суспензию эритроцитов объемом 1 мл центрифу-
гировали при 3000 об./мин в течение 5 мин. Затем 
отбирали 200 мкл супернатанта и разбавляли деио-
низированной водой. С помощью многофункциональ-
ного считывателя микропланшетов (Thermo 3001) 
определяли поглощение в супернатанте при 540 нм. 
Поглощение 50 раз разбавленного гемолизата исполь-
зовали в качестве эталона, относительную скорость 
гемолиза каждого образца рассчитывали, используя 
приведенную ниже формулу:

Относительная скорость гемолиза = поглощение образца/поглощение эталона.

Определение метгемоглобина (MetHb), глюкозы 
и молочной кислоты
Концентрацию MetHb, глюкозы и молочной кислоты 
определяли с помощью газоанализатора крови ABL 90.

Определение рН, МДА и АТФ
pH образца крови определяли с использованием из-
мерителя Mettler Toledo. Концентрацию МДА опреде-
ляли в соответствии с инструкциями набора (S0131, 
Институт биотехнологии Бейотима). Содержание 
АТФ в эритроцитах определяли в соответствии с на-
бором для обнаружения АТФ (S0027, Институт био-
технологии Бейотима).
Статистический анализ. Для статистики и анализа 
данных использовали статистическое программное 
обеспечение GraphPad Prism 5.02. Результаты измере-
ний выражали в виде среднего значения ± стандартное 
отклонение. Для статистического анализа использовали 
двусторонний анализ дисперсии (ANOVA). В качестве 
статистически значимой разницы принимали p < 0,05.

Результаты
МТ уменьшил количество деформированных 
эритроцитов на конечной стадии хранения
Мазок крови использовали для наблюдения мор-
фологии эритроцитов. Как показано на рисунке 1А, 
при длительном времени хранения морфология эри-
троцитов изменялась от гладкого двойного вогнутого 

Detection of RBCs morphology
RBCs suspension of 50 μL was used to push the blood 

smear, and then was stained by Giemsa. The morphol-
ogy of RBCs was observed under a microscope (×100) 
and the number of deformed RBCs was counted in each 
1000 RBCs.

Detection of RBC aggregation index
LBY-N6C automatic blood rheometer was used to detect 

the aggregation of RBCs.

Detection of relative hemolysis rate
RBCs suspension of 1 mL was centrifuged at 3000 rpm 

for 5 minutes. Then 200 μL of supernatan  t was taken out 
and diluted with deionized water. The diluted supernatant 
was used for detecting the absorbance at 540 nm by mul-
tifunction microplate reader (Thermo 3001). The absor-
bance of 50 times diluted hemolysate was used as reference, 
and the relative hemolysis rate of each sample was calcu-
lated by using the following formula: 

Relative hemolysis rate =sample absorbance /reference absorbance.

Detection of methemoglobin (MetHb), glucose 
and lactic acid

The concentration of MetHb, glucose and lactic acid was 
detected by the Radiometer ABL90 blood gas analyzer.

Detection of pH, MDA and ATP 
The pH of blood sample was determined by us-

ing the Mettler Toledo pH meter. The concentration 
of MDA was detected according to the MDA kit instruc-
tions (S0131, Beyotime Institute of Biotechnology). 
The ATP level in RBCs was determined according 
to the ATP detection kit (S0027, Beyotime Institute 
of Biotechnology).

Statistical analyses. GraphPad Prism 5.02 statistical soft-
ware was used for data statistics and analysis. Measurement 
data was expressed as means ± standard deviation (x ± s), 
and two-way Analysis of Variance (ANOVA) was used 
to do statistical analysis. P < 0.05 represents a statistically 
signifi cant difference.

Results
MT reduced the number of deformed RBCs at the end 
storage stage

The blood smear was used to observe the morphology 
of RBCs. As shown in Figure 1A, with the prolonged stor-
age time, the morphology of RBCs changes from smooth 
double concave disk to acanthocyte, smooth spherical 
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диска к акантоцитам, гладким сферическим и акан-
тусным эритроцитам как в контрольной группе, так 
и в группе МТ. Статистический анализ (рис. 1В) пока-
зал, что на количество деформированных эритроцитов 
влияло как время хранения (p < 0,0001), так и концент-
рация МТ (p < 0,0001), между ними была взаимосвязь 
(p < 0,0001). Количество деформированных эритроцитов 
в группе МТ было значительно меньше, чем в контроль-
ной группе на 21-й, 28-й, 35-й и 42-й дни (p < 0,0001).

МТ снижает относительную скорость гемолиза 
на конечной стадии хранения
Относительная скорость гемолиза отражает разру-
шение эритроцитов. На относительную скорость ге-
молиза влияли как время хранения (p < 0,0001), так 
и концентрация мелатонина (p < 0,01), между ними 
была выявлена значимая связь (p < 0,01) (рис. 3). 
По сравнению с контрольной группой относительная 
скорость гемолиза группы МТ была значительно ниже 
на 42-й день (p < 0,0001).

and acanthus erythrocyte in both control group and MT 
group. Statistical analysis (Figure 1B) showed that 
the number of deformed RBCs was affected by both stor-
age time (p < 0.0001) and MT concentration (p < 0.0001), 
and there was interaction between them (p < 0.0001). 
The number of  deformed RBCs in MT group was signifi -
cantly less than that in the control group on days 21, 28, 35 
and 42 (p < 0.0001).

MT reduced the relative hemolysis rate at the end 
storage stage

The relative hemolysis rate refl ects the destruction 
of RBCs. The results (Figure 3) showed that the relative he-
molysis rate was affected by both storage time (p < 0.0001) 
and melatonin concentration (p < 0.01), and there was inter-
action between them (p < 0.01). Compared with the control 
group, the relative hemolysis r ate of MT group was signifi -
cantly lower on day 42 (p < 0.0001).

Control                               MT 

Days 0

A

Days 7

Days 14

Days 21

Days 28

Days 35

Days 42

Рисунок 1. Влияние МТ на деформацию и гемолиз эритроцитов. A — эффект МТ на морфологию хранимых эритроцитов. Морфологию хранящихся эритроцитов наблю-
дали в мазке крови под микроскопом (×100) в дни 0, 7, 14, 21, 28, 35 и 42. Поврежденные эритроциты показаны красными стрелками . В — влияние МТ на количество 
деформированных эритроцитов. С — влияние МТ на скорость гемолиза эритроцитов. Образцы получены от 6 отдельных доноров крови. Данные представлены как среднее 
± стандартное отклонение. # — p < 0,0001 по сравнению с контрольной группой
Figure 1. Effect of MT on deformation and hemolysis of RBCs. A — the effect of MT on the morphology of stored RBCs. The morphology of stored RBCs was observed on the blood 
smear under microscope (×100) on days 0, 7, 14, 21, 28, 35 and 42. Damaged red blood cells were shown with red arrows. B — the effect of MT on the number of deformed RBCs. 
C — the effect of MT on the hemolysis rate of RBCs. Samples from 6 individual blood donors, and data are shown as means ± standard deviation. # — p < 0.0001 vs control group
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Влияние МТ на индекс агрегации эритроцитов 
на этапе конечного хранения
Индекс агрегации эритроцитов был изучен на авто-
матическом реометре крови LBY-N6C. Как показано 
на рисунке 2, индекс агрегации эритроцитов посте-
пенно повышался как в контрольной, так и в МТ груп-
пах во время хранения эритроцитов. Статистический 
анализ (рис. 2) показал, что как время хранения 
(p < 0,0001), так и концентрация МТ (p < 0,01) влияли 
на индекс агрегации, но между ними отсутствовала 
значимая связь (p > 0,05). Индекс агрегации в группе 
МТ был ниже, чем в контрольной группе, на 35-й день 
(p = 0,0602) и 42-й день (p = 0,0542), но не было сущест-
венной разницы в эти дни в группе МТ.

MT уменьшал концентрацию МДА на конечной 
стадии хранения

MДА является одним из конечных продуктов пере-
кисного окисления полиненасыщенных жирных кис-
лот в клетках, и содержание MДА обычно использует-
ся в качестве маркера для отражения окислительного 
стресса и антиоксидантного статуса. Исследование по-
казало (рис. 3А), что как время хранения (p < 0,0001), 
так и концентрация МТ (p < 0,0001) влияли на МДА 
и между ними существовала связь (p < 0,01). По срав-
нению с контрольной группой относительная ско-
рость гемолиза в группе МТ была значительно ниже 
на 35-й день (p < 0,05) и 42-й день (p < 0,0001).

MT уменьшал MetHb на конечной стадии 
хранения

MetHb образуется в результате обратимого окисле-
ния гемового железа (Fe2+) до трехвалентного состо-
яния (Fe3+). Это реактивная молекула, которая мо-
жет дополнительно усиливать окислительный стресс 
и вызывать осмотическую хрупкость и внутрисосу-
дистый гемолиз. Как показано на рисунке 3В, время 

The effect of MT on RBC aggregation index at the end 
storage stage

The RBC aggregation index w as detected by LBY-
N6C automatic blood rheometer. As shown in Figure 2, 
the RBC aggregation index was gradually increased 
in both control and MT groups during the storage 
of RBCs. Statistical analysis (Figure 2) showed that 
both storage time (p < 0.0001) and melatonin concentra-
tion (p < 0.01) affect the aggregation index, but there 
is no interaction between them (p > 0.05). The aggre-
gation index of MT group is lower than control group 
on days 35 (p = 0.0602) and 42 (p = 0.0542), but there is 
no signifi cant difference.

MT reduced the MDA at the end storage stage
MDA is one of the fi nal products of polyunsatu-

rated fatty acids peroxidation in the cells, and MDA 
level is commonly used as a marker to refl ect oxidative 
stress and the antioxidant status. This study showed 
(Figure 3A) that both storage time (p < 0.0001) and mel-
atonin concentration (p < 0.0001) affect the MDA, 
and there is also interaction between them (p < 0.01). 
Compared with the control group, the relative hemoly-
sis rate of MT group was signifi cantly lower on days 35 
(p < 0.05) and 42 (p < 0.0001).

MT reduced the MetHb at the end storage stage
MetHb is formed by reversi ble oxidation of heme iron 

(Fe2+) to ferric state (Fe3+). It is a reactive molecule, 
which can further increase oxidative stress and cause 
osmotic fragility and intravascular hemolysis. As shown 
in Figure 3B, both storage time (p < 0.0001) and melato-
nin concentration (p = 0.0002) affect the MetHb, but there 
is no interaction between them (p > 0.05). The MetHb 

Рисунок  2. Влияние МТ на агрегацию эритроцитов во 
время хранения. Образцы крови получены от 6 отдельных 
доноров крови. Данные представлены как среднее ± стан-
дартное отклонение
Figure 2. Effect of MT on the aggregation of RBCs during stor-
age. Samples from 6  individual blood donors, and data are 
shown as means ± standard deviation 

Рисунок 3. Влияние MT на концентрацию MДA и долю MetHb при хранении. A — влияние МТ на концен-
трацию MДA в хранимых эритроцитах. B — влияние МТ на долю MetHb в хранимых эритроцитах. Образцы 
крови получены от 6 отдельных доноров крови. Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение. 
* — p < 0,05 по сравнению с контрольной группой, # — p < 0,0001 по сравнению с контрольной группой
Figure 3. Effect of MT on MDA level and MetHb proportion during storage. A — the effect of MT on the MDA level of 
stored RBCs. B — the effect of MT on the MetHb proportion of stored RBCs. Samples from 6 individual blood donors, 
and data are shown as means ± standard deviation. * — p < 0.05 vs control group, # — p < 0.0001 vs control group.



| 2022; 67(1):  62–73 | RUSSIAN JOURNAL OF HEMATOLOGY AND TRANSFUSIOLOGY (GEMATOLOGIYA I TRANSFUSIOLOGIYA) | ГЕМАТОЛОГИЯ И ТРАНСФУЗИОЛОГИЯ |      69

 | ОРИГИНА ЛЬНЫЕ СТАТЬИ | ORIGINAL ARTICLES |

хранения (p < 0,0001) и концентрация МТ (p = 0,0002) 
влияли на MetHb, но между ними отсутствовала 
связь (p > 0,05). Концентрация MetHb в группе МТ 
была значительно меньше, чем в контрольной группе 
на 42-й день (p < 0,0001).

Влияние МТ на концентрацию глюкозы
Глюкозу в добавочном растворе рассматрива-
ли как основной источник энергии эритроцитов. 
Концентрация глюкозы снижалась со временем хра-
нения (p < 0,0001) (рис. 4А), на нее не влияла концен-
трация МТ (p > 0,05), и между ними не было никакой 
связи (p > 0,05).

Влияние МТ на концентрацию молочной 
кислоты
Молочная кислота является конечным продуктом 
анаэробного окисления глюкозы. При хранении молоч-
ная кислота накапливалась, и ее концентрация увели-
чивалась со временем хранения (p < 0,0001), но на нее 
на влияла концентрация МТ (p > 0,05), и между ними 
не было значимой связи (p > 0,05) (рис. 4В).

Влияние МТ на концентрацию АТФ 
эритроцитов
АТФ является прямым источником энергии для жиз-
недеятельности эритроцитов. Концентрация АТФ посте-
пенно уменьшалась со временем хранения (p < 0,0001), 
но на нее на влияла концентрация МТ (p > 0,05), и меж-
ду ними не было связи (p > 0,05) (рис. 4С).

Обсуждение
Хранящиеся концентраты эритроцитов рассматрива-
ются как основной источник для проведения трансфу-
зионной терапии. Качество хранящихся эритроцитов 
зависит от состава аддитивного раствора и условий их 
хранения. Однако аддитивный раствор может задержи-
вать старение эритроцитов, но не предотвращает их ста-
рение. Другими словами, эритроциты претерпевают ряд 
морфологических, функциональных и биохимических 

of MT group was signifi cantly lower than control group 
on day 42 (p < 0.0001).

Effect of MT on the concen tration of glucose 
Glucose in the additive solution was considered as the main 

energy source of RBCs. Our results (Figure 4A) showed 
that the glucose concentration decreased wi th storage time 
(p < 0.0 001)  but could not be affected by MT concentra-
tion (p > 0.05), and there is no interaction between them 
(p > 0.05). 

Effect of MT on the concentration of lactic acid
Lactic acid is the end product of the anaerobic oxidation 

of glucose. During storage, lactic acid was accumulated, 
and its concentration was increased with storage time 
(p < 0.0001) but could not be affected by melatonin concen-
tration (p > 0.05), and there is no interaction between them 
(p > 0.05) (Figure 4B).

Effect of MT on the ATP level of RBCs
ATP is the direct energy source for the life activi-

ties of RBCs. As shown in Figure 4C, the concentra-
tion of ATP was gradually decreased with storage time 
(p < 0.0001) but could not be affected by melatonin con-
centration (p > 0.05), and there is no interaction between 
them (p > 0.05).

Discussion
Stored RBCs are considered as the main source 

of transfusion therapy. The quality of stored RBCs de-
pends on the composition of additive solution and their 
storage. However, the additive solution can only delay 
the aging of RBCs but cannot prevent their aging. In oth-
er words, RBCs undergo a series of changes in mor-
phology, function and biochemistry, and these changes 
become more and more obvious with prolonged storage 

Рисунок 4. Влияние МТ на метаболиты гликолиза во время хранения. А — влияние МТ на концентрацию глюкозы. В — влияние МТ на концентра-
цию молочной кислоты. C — влияние МТ на концентрацию АТФ. Образцы крови получены от 6 отдельных доноров крови. Данные представлены как 
среднее ± стандартное отклонение
Figure 4. Effect of MT on the glycolysis metabolites during storage. A — effect of MT on the concentration of glucose. B — effect of MT on the concentration 
of lactic acid. C — effect of MT on the ATP level. Samples from 6 individual blood donors, and data are shown as means ± standard deviation
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изменений, которые становятся все более очевидными 
с увеличением длительности хранения. Чтобы умень-
шить или отсрочить повреждение эритроцитов во вре-
мя хранения, необходимо найти эффективные добавки 
или составы для их сохранения. Это проблема исследует-
ся во многих работах, посвященных хранению компонен-
тов крови. У млекопитающих МТ не только регулирует 
циркадный и сезонный ритмы, тонус сосудов и подавляет 
развитие рака, но и является эффективным антиоксидан-
том как in vivo, так и in vitro [25–26]. В качестве поглотителя 
гидроксильных радикалов его поглощающая способность 
в 4 раза превышает глутатион и в 14 раз — маннит [27–28]. 
В качестве эффективного липофильного антиоксидан-
та поглощающая активность алкил-пероксид радикала 
в 2 раза превышает активность витамина Е [28]. Более 
того, М. Allegra и соавт. показали, что МТ может непо-
средственно удалять свободные радикалы, продуцируе-
мые в эритроцитах [19]. Концентрация МТ в сыворотке 
обычно составляет менее 120 пг/мл (примерно 66 пг/мл 
концентрации цельной крови), а концентрация снотвор-
ного лекарственного средства в крови составляет более 
1900 пг/мл (примерно 1045 пг/мл концентрации цельной 
крови). В этом исследовании защитные эффекты 150 пг/мл 
(концентрация цельной крови) МТ на эритроциты наблю-
дались во время длительного хранения эритроцитов.
Во-первых, морфология эритроцитов наблюда-
лась в различные моменты времени хранения. 
Как показано на рисунке 1А, имели место регу-
лярные дегенеративные изменения морфологии 
эритро цитов (от гладкого двойного вогнутого диска 
до покрытых шипами или гладких шаровидных в обеих 
группах), и все больше и больше эритроцитов агрегирова-
ли в мазке крови, постепенно увеличиваясь вместе с индек-
сом агрегации эритроцитов. Кроме того, при непрерыв-
ном разрушении эритроцитов относительная скорость 
гемолиза эритроцитов также увеличивалась. По срав-
нению с контрольной группой количество деформиро-
ванных эритроцитов и относительная скорость гемоли-
за группы МТ значительно уменьшились на конечной 
стадии хранения. Индекс агрегации в группе МТ был 
ниже, чем в контрольной группе в дни 35 (p = 0,0602) и 42 
(p = 0,0542), но разница не является статистически значи-
мой, что может быть обусловлено небольшим количест-
вом образцов. Из вышеприведенных результатов можно 
предварительно сделать вывод, что низкая концентрация 
МТ оказывает защитное влияние на долговременно хра-
нящиеся эритроциты. Далее влияние МТ на окислитель-
ный стресс и метаболиты глюкозы хранимых эритроци-
тов измеряли в разное время хранения.
Окислительный стресс является одним из важных 
факторов повреждения эритроцитов при хранении. 
Для дальнейшего раскрытия защитного механизма MT 
были изучены такие индикаторы окислительного стрес-
са, как MДA и MetHb. МДА рассматривается как один 
из важнейших продуктов перекисного окисления липи-

time. To reduce or delay the damage to RBCs during 
storage, it is necessary to find effective blood preserva-
tion additives or formulations. This has become a hot 
research topic in blood conservation study. In mam-
mals, MT not only regulates circadian rhythm, seasonal 
rhythm, vascular tone, and suppression of cancer, but 
also is an effective antioxidant both in in vivo and in vi-
tro [25–26]. As a strong hydroxyl radical scavenger, its 
scavenging capacity is 4 times that of GSH and 14 times 
that of mannitol [27–28]. As an effective lipophilic anti-
oxidant, the scavenging activity of peroxyl alkyl radical 
is 2 times that of vitamin E [28]. Moreover, M. Allegra 
et al. have showed that MT can directly remove free 
radicals produced in RBCs [19]. The serum concen-
tration of MT is generally less than 120 pg/ml (about 
66 pg/mL of whole blood concentration), and the hyp-
notic blood drug concentration is more than 1900 pg/
mL (about 1045 pg/mL of whole blood concentration). 
In this study, the protective effects of 150 pg/mL (whole 
blood concentration) of MT on RBCs were observed 
during long-term storage of RBCs.

Firstly, the morphology of RBCs was observed at dif-
ferent storage time points. As shown in Figure 1A, there 
were regular degenerative changes in the morphology 
of RBCs from smooth double concave disc to spiny 
to smooth ball in both groups, and more and more RBCs 
were aggregated together in the blood smear and were 
gradually increased with RBCs aggregation index. 
In addition, with the continuous destruction of RBCs, 
the relative hemolysis rate of RBCs was also increased. 
Compared with control group, the number of deformed 
RBCs and relative hemolysis rate of MT group decreased 
significantly at the end storage stage. The aggregation 
index of MT group was lower than that of control group 
on days 35 (p = 0.0602) and 42 (p = 0.0542), but the dif-
ference is not statistically significant, it might be related 
to the small number of samples. From the above results, 
we can preliminarily infer that low concentration of MT 
has protective effects on the long-term stored RBCs. 
Next, the effect of MT on the oxidative stress and glu-
cose metabolites of stored RBCs were measured at dif-
ferent storage time.

Oxidative stress is one of the important factors of stor-
age lesion. To further disclose the protective mechanism 
of MT, MDA and MetHb, the indicator of oxidative 
stress, were detected. MDA is considered as one of the 
most important products of membrane lipid peroxidation 
and indirectly reflects the degree of oxidative damage 
[23]. MetHb is a hemoglobin but cannot transport O

2. 
MetHb occurs when oxyhemoglobin in a ferrous (Fe2+) 
state is transformed into a ferric (Fe3+) state. Low levels 
of MetHb (< 3 %) are always present in the circulation, 
but it markedly increases after exposure to certain path-
ological conditions. It also acts as an important oxida-
tive marker of RBCs. The contents of MDA and MetHb 
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дов мембран и косвенно отражает степень окислитель-
ного повреждения [23]. MetHb является гемоглобином, 
но не может транспортировать O2. MetHb возникает, 
когда оксигемоглобин в состоянии железа Fe2+ прео-
бразуется в состояние железа Fe3+. Низкие концентра-
ции MetHb (< 3 %) всегда присутствуют в кровотоке, 
но они заметно увеличиваются после воздействия опре-
деленных патологических состояний. MetHb также дей-
ствует как важный окислительный маркер эритроцитов. 
Содержание MДA и MetHb постепенно увеличивалось 
со временем хранения в обеих группах, и это может быть 
связано с уменьшением восстановительных веществ, 
таких как никотинамид адениндинуклеотидфосфат 
(НАДФ) в эритроцитах. НАДФ продуцируется пенто-
зофосфатным путем и является коферментом глутати-
онредуктазы, которая отвечает за восстановление окис-
ленного глутатиона до восстановленного глутатиона. 
При низкой температуре хранения эритроцитов пенто-
зофосфатный путь замедляется, что приводит к умень-
шению содержания НАДФ и глутатиона. Глутатион 
является существенным компонентом антиоксидант-
ного стресса. В этом исследовании предполагалось, 
что уменьшение концентрации глутатиона коррелирует 
с увеличением концентрации MДA и MetHb. Однако 
концентрация MДA и MetHb в группе MT была ниже, 
чем в контроль ной группе, что указывает на то, что низ-
кая концентрация MT может уменьшить окислитель-
ный стресс и защитить хранящиеся эритроциты.
Гликолиз рассматривается как основной источник 
энергии эритроцитов. Этот путь расщепляет глюкозу 
с образованием АТФ и молочной кислоты. Накопление 
молочной кислоты снижает рН раствора для хранения. 
В нашем исследовании концентрация глюкозы и АТФ 
постепенно уменьшалась, и молочная кислота посте-
пенно накапливалась с увеличением времени хранения 
в обеих группах, однако статистически значимых разли-
чий между контрольной группой и группой МТ не на-
блюдалось. Поэтому мы предположили, что защитный 
эффект низкой концентрации МТ реализуется в основ-
ном через антиоксидантную функцию МТ, но также мо-
жет влиять метаболизм глюкозы хранящихся эритроци-
тов, что усиливает пентозофосфатный путь, уменьшая 
при этом гликолиз и потребление энергии по какому-то 
неизвестному механизму, улучшая условия среды и спо-
собствуя «выживанию» хранящихся эритроцитов.
А. Krokosz и соавт. [17] показали, что длительная ин-
кубация эритроцитов в присутствии МТ в количестве 
от 0,02 до 3 мМ в течение до 96 ч при 37 °C индуци-
ровала прогрессирующее деструкцию эритроцитов. 
Чтобы избежать возможного повреждающего дейст-
вия высоких концентраций МТ на эритроциты, в на-
шем эксперименте первоначально исследовали влия-
ние низких концентраций (150 пг/мл) МТ на хранение 
эритроцитов. Результаты показали, что МТ не только 
защищает морфологию эритроцитов, улучшает индекс 

were gradually increased with the storage time in both 
the groups, and this might be because of the decrease 
of reductive substances (such as NADPH) in RBCs. 
NADPH is produced by pentose phosphate pathway, 
and is the coenzyme of glutathione reductase, which 
is responsible for the reduction of oxidized glutathione 
(GSSG) to reduced GSH. At low temperature, pentose 
phosphate pathway slows down in the storage of RBCs, 
leading to decreased NADPH and GSH. GSH is an es-
sential component of antioxidative stress, and decreased 
GSH was speculated to have correlation with increased 
MDA and MetHb in this study. However, the MDA 
and MetHb level in MT group were lower than that 
of the control group, indicating that low concentra-
tion of MT could reduce oxidative stress and protect 
the stored RBCs.

Glycolysis is regarded as the main energy source 
of RBCs. This pathway breaks down glucose to pro-
duce ATP and lactic acid. Accumulation of lactic acid 
decreases the pH of the storage solution. In our study, 
the concentration of glucose and ATP were gradually de-
creased, and the lactic acid were gradually accumulated 
with the increasing storage time in both groups, howev-
er, no statistically significant differences were observed 
between control and MT group. Therefore, we speculat-
ed that the protective effect of low concentration of MT 
mainly through its antioxidant function of MT, but also 
could affect glucose metabolism of stored RBCs, which 
might strengthen the pentose phosphate pathway while 
reducing glycolysis and energy consumption by some 
unknown mechanism to improve the survival environ-
ment of stored RBCs. 

A. Krokosz et al. [17] had revealed that the pro-
longed incubation of RBCs at 0.02 to 3 mM MT for up 
to 96 hours at 37 °C induced a progressive destruction 
of erythrocytes. In order to avoid the possible damage 
of high concentrations of MT on RBCs, low concentra-
tions (150 pg/mL) of MT on stored RBCs were initially 
observed in our experiment. The results showed that 
MT not only protects the morphology of RBCs, im-
proves the hemolysis and aggregation index, but also 
reduces the oxidative stress. It is worth mentioning, 
at the middle and end of storage, the consumption rate 
of glucose and ATP, and the accumulation rate of lac-
tose in MT group were all lower than that in control 
group, although no statistically significant differences 
were observed, the trends of these 3 related indica-
tors remained consistent. In recent year, some research 
showed that increased MT signaling has relation with 
glucose metabolism in some types of cells [29–30]. 
Therefore, MT was speculated to strengthen the pen-
tose phosphate pathway while reducing glycolysis 
and energy consumption by some unknown mechanism 
to improve the survival environment of stored RBCs 
in our study. In the further research, the concentration 
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гемолиза и агрегации, но и уменьшает окислительный 
стресс. Стоит отметить, что в середине и конце сроков 
хранения потребление глюкозы и АТФ и накопление 
лактозы в группе МТ были ниже, чем в контроль-
ной группе, хотя статистически значимых различий 
не наблюдалось. Тенденции этих трех связанных по-
казателей оставались неизменными. В последние годы 
некоторые исследования показали, что повышенная 
регуляторная роль МТ связана с метаболизмом глюко-
зы в некоторых типах клеток [29–30]. Поэтому предпо-
лагалось, что МТ усиливает пентозофосфатный путь, 
уменьшая при этом гликолиз и потребление энергии 
с помощью какого-то неизвестного механизма, улуч-
шая условия хранения эритроцитов. В дальнейших ис-
следованиях диапазон концентраций МТ должен быть 
расширен, чтобы наблюдать влияние на метаболизм 
глюкозы хранимых эритроцитов. Эти исследования 
обеспечат теоретическую основу для разработки более 
эффективного решения для хранения эритроцитов.
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