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Аннотация
Интенсивное антропогенное давление на экосистемы ведет к сокращению биоразно-
образия. В настоящее время для сохранения видового разнообразия и дублирования 
ценных образцов мировых коллекций широко применяется глубокое замораживание 
биоматериала — криоконсервация.
В обзоре приводятся традиционные способы криоконсервации клеток, тканей и эмбрио-
нов позвоночных животных. Рассматриваются ключевые моменты истории криобиоло-
гии и криоконсервации. Приводятся сведения о режимах замораживания-дефростации 
и методах криосохранения биологических объектов с использованием проникающих 
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и непроникающих криопротекторов. Излагаются способы медленной (аппаратно-про-
граммной) и быстрой (витрификации) заморозки биообъектов. Акцентируется внимание 
на витрификации как наиболее приемлемом способе в полевых условиях.
Описано явление криообновления, в основе которого лежит стимулирующее, трансфор-
мирующее и мутагенное (с гетерозисным эффектом) действие процесса криоконсервации.
Обращено внимание на отсутствие гарантированной сохранности высоких показателей 
криоконсервированного биоматериала после его дефростации. Рассматривается способ 
сохранения биоматериалов с применением CAS-технологии, использующей слабые 
электромагнитные поля.
Прогнозируется возможность разработки альтернативных общепринятым инноваци-
онных биотехнологий с использованием сверхслабых импульсных магнитных полей 
для сохранения биологических объектов без применения криопротекторов.
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Введение
Интенсивное антропогенное давление на экосистемы ведет к снижению есте-
ственных возможностей самовосстановления видов и ограничивает их воспроиз-
водство. Численность и разнообразие ценных и редких, но низкоустойчивых 
видов снижается; они замещаются немногими малоценными или вредными, но 
высокопродуктивными и резистентными видами (серая крыса, серая ворона и 
др.). Значительное количество рыб, птиц, зверей (сибирский осетр, нельма, муксун, 
стерх, краснозобая казарка, барс и др.) оказалось на грани исчезновения. Каждый 
вид обладает уникальным генотипом, и быстрое сокращение численности ведет 
к снижению генетического разнообразия, что делает его уязвимым к переловам, 
загрязнению среды и сопровождается депрессией с последующим исчезновением.

Устойчивое снижение биоразнообразия угрожает тем, что скрыто протека-
ющие в естественных популяциях процессы деградации проявляются внезапно 
и ведут к полному исчезновению самых обычных видов. Такая динамика нарас-
тает лавинообразно, и уже в настоящее время катастрофически сократилась 
численность таких ценных в хозяйственном и экологическом отношениях видов 
рыб, как нельма, муксун, обская популяция сибирского осетра и др. Их эколо-
гические ниши занимают более устойчивые и менее востребованные промыслом 
ерш, ротан и др. 

Для целей устойчивого развития, современной и будущей селекции важней-
шими задачами являются поддержание видового разнообразия, сохранение ценных 
видов, разработка подходов и организация длительного хранения генофонда.

Для разрешения этих проблем в настоящее время имеются соответствую-
щие технологические возможности. В ряде стран (США, Япония, Франция, 
Германия и др.) успешно функционируют криобанки генетических ресурсов 
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[17]. Криобанк представляет собой спецхранилище, в котором с использова-
нием методов глубокого замораживания в жидком азоте сохраняются половые 
продукты и зародыши ценных организмов. Такой комплекс позволяет сохранять 
ценный биоматериал и осуществлять безопасное дублирование образцов из-
вестных мировых коллекций с целью обеспечения максимальной сохранности 
вида и минимизации рисков потерь [6; 29]. В нем криоконсервированный био-
логический материал может сохраняться десятилетиями, пока не будет востре-
бован для практического использования.

Криоконсервация является методом перевода биологических объектов в со-
стояние глубокого холодового анабиоза в жидком азоте при –196 °С; в этом 
случае становится возможным хранение биоматериала (клетки, ткани, эмбрио-
ны) в течение длительного времени без потери их морфологических и функци-
ональных свойств. Криоконсервация позволяет получать неограниченный 
объем генетического материала без ущерба для природной популяции, хранить 
его продолжительное время, а также легко транспортировать и при необходи-
мости сравнительно быстро восстановить видовую численность.

Однако при всех достоинствах данного метода он не лишен ряда весьма 
существенных недостатков. Но прежде рассмотрим историю становления кри-
оконсервации в ее ключевых моментах.

Краткая история криоконсервации
Проблему сохранения половых клеток животных и человека было необходимо 
разрешить для селекции животных и лечения бесплодия. Отдельные попытки 
сохранения в замороженном состоянии яйцеклеток и спермы животных пред-
принимались еще 200 лет назад. Однако научные основы криобиологии были 
заложены в конце XIX в. русским ученым П. И. Бахметьевым, изучавшим 
явление переохлаждения у насекомых и анабиоз у летучих мышей [11]. Им же 
в 1899 г. установлено носящее имя автора правило, согласно которому при 
резком снижении температуры среды у пойкилотермных животных происходит 
внезапный скачок температуры с последующим ее падением. Температурный 
скачок приурочен к моменту замерзания тканевой жидкости с выделением 
скрытой теплоты плавления.

На рубеже XIX–XX вв. были сделаны первые попытки замораживания по-
ловых клеток животных. П. Беккерель и Г. Рам в начале XX в. установили 
способность различных организмов (микроорганизмы, беспозвоночные: тихо-
ходки, коловратки, нематоды), а также спор и семян переносить в высушенном 
состоянии глубокое охлаждение до –269…–271 °С, т. е. почти до абсолютного 
нуля [32].

В 1930-х гг. Льюэтом были разработаны теоретические основы витрифика-
ции, а их успешная реализация в отношении эмбрионов млекопитающих при-
шлась на 1980-е гг. [40].

В 1947 г. В. К. Милованов с соавторами [7] открыли возможность длитель-
ного сохранения в состоянии глубокого охлаждения спермы животных, что 
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стало основой для создания криобанка генетических ресурсов высокопродук-
тивных, редких и исчезающих видов животных.

В 1949 г. К. Польдж и О. Смит доказали возможность криоконсервации 
спермы благодаря открытию криопротекторных свойств глицерина [4]. 

В 1956 г. в опытах Л. Рэ [27] сердце куриного эмбриона стало биться после 
нескольких месяцев его пребывания в жидком азоте.

В 1964 г. вышло первое издание книги Р. Эттингера «Перспективы бессмер-
тия», положившей начало современной крионике.

В начале 1970-х гг. Д. Уиттингемом с соавторами [43] впервые была осу-
ществлена криоконсервация эмбрионов мышей. Через несколько лет были 
успешно проведены эксперименты по криоконсервированию ооцитов [3].

В 1983 г. рожден первый ребенок из замороженного эмбриона, полученного 
in vitro [1].

В 1999 г. состоялось рождение первого ребенка после криоконсервации 
яйцеклетки методом витрификации [13].

В 2008 г. после глубокой заморозки успешно дефростирована, а затем транс-
плантирована печень свиньи от одного животного другому [31].

Однако создание генетических криобанков и использования методов био-
логии развития для сохранения редких и исчезающих видов животных в России 
(СССР) были инициированы в 1970-е гг. Б. Н. Вепринцевым [7].

Методы криоконсервации
Известно, что в процессе замораживания и оттаивания (дефростации) в био-
системах развиваются в разной степени выраженные аномалии. Если повреж-
дения нелетальны, они репарируются, как показано Цуцаевой с соавторами [33], 
при последующем культивировании.

Замораживание–дефростация клеток и зародышей позвоночных представля-
ет собой взаимосвязанный комплекс физико-химических процессов. Его резуль-
татом является водо- и теплообмен между биологическим объектом и окружающей 
средой, когда происходит отвердевание жидких составляющих клетки или их 
возвращение в исходное состояние. Для сохранения высокого качества биологи-
ческих объектов при их криоконсервации существенную роль играет разработка 
режимов замораживания–дефростации, поиск оптимальных сред, включая кри-
опротекторы, а также выбор способов культивирования клеток и эмбрионов [12].

Общепринятыми считаются два основных метода криоконсервации половых 
клеток/эмбрионов: медленная заморозка и быстрая (витрификация). 

Медленная (аппаратно-программная) заморозка — это традиционный метод 
криоконсервации с применением программного замораживателя (фризера) [34]. 
Его основой является искусственное вызывание кристаллизации переохлажден-
ного раствора и последующее медленное охлаждение, по крайней мере, до –30 °С 
перед непосредственным переносом в жидкий азот [22]. На первом этапе при 
таком способе криоконсервации в зависимости от вида животных и типа крио-
протектора температуру понижают до необходимой на определенное количество 
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градусов. Далее биообъект выдерживается определенный промежуток, в течение 
которого осуществляется сидинг, т. е. индукция образования льда внутри кон-
тейнера с криоконсервируемым образцом [10]. На втором этапе происходит 
более медленное охлаждение биообъекта, при котором чаще всего оптимальная 
скорость снижения температуры составляет 0,3…0,5 °С/мин. Было показано, что 
в зависимости от вида биологического объекта и проницаемости его клеточных 
мембран скорость охлаждения меняется [38], а кристаллизация воды начинается 
вне клетки [39]. Отметим, что при падении температуры ниже 0 °С возникает 
высокая частота кристаллизации, что является основной проблемой криоконсер-
вации при медленной заморозке [14].

Витрификация (лат. vitreous — «подобный стеклу») — сверхбыстрый спо-
соб заморозки биологических объектов. Данный метод является модифициро-
ванным подходом, сложившимся при криоконсервации эмбрионов млекопита-
ющих [40]. Витрификация осуществляется с использованием высоких концен-
траций криопротектора, вследствие чего происходит отвердевание биообъекта, 
исключающее внутри- и внеклеточную кристаллизацию [41], что устраняет 
основную причину криоповреждений. Витрификацию чаще всего используют 
для криоконсервации зародышей представителей отряда хищные, а также сви-
ней, в тканях которых присутствует большое количество чувствительных к 
охлаждению липидных гранул [10]. При данном подходе необходим строгий 
контроль температурного режима замороженных объектов и режима дефроста-
ции, что является одним из главных его недостатков [36]. Отмечается, что ви-
трификация не требует сложного оборудования и является дешевым методом 
криоконсервации, позволяющим проводить сверхбыструю заморозку в полевых 
условиях и при отсутствии необходимого оборудования.

Криопротекторы
Оптимизация методов и технологий криоконсервации биологических объектов 
требует предварительных исследований механизмов криоповреждения клеток и 
тканей и их криозащиты. Как правило, криоповреждение биологического мате-
риала происходит на этапах замораживания и дефростации; их появление зависит 
от скорости кристаллизации и рекристаллизации, скоростей замораживания и 
отогрева, характера действия изменяющихся концентраций солей и т. д. [35].

Чаще всего при криоконсервации, вследствие кристаллизации внутри- и вне-
клеточной воды, в клетке происходит гиперконцентрация солей, вызывающая 
осмотический шок и разрушение клеточных и субклеточных структур [9]. Для 
защиты биообъекта от повреждающих воздействий при замораживании/дефро-
стации применяются химические вещества — криопротекторы, вносимые в 
криоконсервирующую среду [34]. По способности проходить через клеточные 
мембраны Лавлок [37] предложил классифицировать их на проникающие и не-
проникающие. Этот подход не следует считать универсальным, т. к. для разных 
клеток характерна различная проницаемость веществ, а защитное воздействие 
может быть достигнуто при использовании тех и других криопротекторов [25].
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Для проникающих криопротекторов характерна низкая молекулярная масса 
и высокая растворимость при больших концентрациях. К ним относятся одно- 
и многоатомные спирты (глицерин, метанол, этанол, этиленгликоль, ди-, три-, 
пропиленгликоль, маннит, сорбит), оксиды (ДМСО — диметилсульфоксид, 
пиридиноксид, диметилсульфон), некоторые из низкомолекулярных сахаров 
(глюкоза) и другие [9]. При криоконсервации вещества данной группы действу-
ют на биообъект путем витрификации вне- и внутриклеточных жидкостей. 
Считается [20; 23], что этот процесс основан на образовании водородных связей 
между криопротектором и молекулами воды, тем самым нарушая формирование 
кристаллов льда. 

Отметим, что высокая проницаемость криопротектора через плазматическую 
мембрану не предполагает такой же проницаемости через мембраны клеточных 
органелл, которые могут повреждаться в результате повышения концентрации 
криопротектора в клетке [8].

Непроникающие криопротекторы характеризуются более высокой молекуляр-
ной массой [23]. Считается, что они препятствуют воздействию «осмотического 
шока» при замораживании-дефростации объектов и снижают скорость кристал-
лизации [34]. Криопротекторы этой группы защищают от механических повреж-
дений на наружной поверхности клеточной мембраны [26]. К непроникающим 
криопротекторам относятся амиды кислот (формамид, метилформамид, ацетамид, 
метилацетамид, диметилацетамид, пропиламид, мочевина, метилмочевина), бел-
ки (желатин, альбумин), некоторые моносахариды (галактоза), дисахариды (са-
хароза и трегалоза), использование которых даже при низких концентрациях 
снижает размеры кристаллов льда и др. [9; 42]. 

В составе криопротекторов могут присутствовать различные органические 
и неорганические добавки. При их добавлении к клеточным суспензиям физи-
ко-химические свойства вне- и внутриклеточных растворов изменяются таким 
образом, что последующие изменения клеточных структур в процессе замора-
живания-отогрева оказываются менее губительными, чем при их отсутствии 
[8]. Так, для замораживания спермы осетровых рыб и белорыбицы Красильни-
кова [21] применяла криопротектор, состоящий из многокомпонентного базо-
вого раствора, сахарозы, маннита, желтка куриного яйца и ДМСО. Для крио-
консервации семенной жидкости птиц Фисининым с соавторами [30] предло-
жены криопротекторы, включающие аминокислоты, углеводы (моно-, ди- и 
полисахариды), соли органического (глутаматы, лактаты, цитраты, ацетаты) и 
неорганического (хлориды, сульфаты, фосфаты, карбонаты) происхождения, а 
также некоторые биологически активные соединения (альбумины, липиды, 
ферменты, гормоны, антиоксиданты и др.).

В заключение отметим, что криопротекторы оказывают также и токсическое 
действие на клетки. Токсичность глицерина, ДМСО, 1,2-пропандиола тормозит 
нормальную гидратацию белков и других макромолекул, связывая воду. Указы-
валось [23], что соотношение клетка–криопротектор должно строго дозировать-
ся для предотвращения снижения качества биообъекта.

А. Г. Селюков, М. В. Кибалова, С. А. Селюкова
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Криообновление 
Криообновление является противоположным апоптозу процессом, представляя 
собой переход клетки на более высокий уровень гомеостаза [15]. Считается, что 
в основе этого процесса лежит стимулирующее, трансформирующее и мутаген-
ное (с гетерозисным эффектом) действие процесса криоконсервации [24]. Кри-
ообновлению свойственна селективность, проявляющаяся в отборе и изменчи-
вости [16]. 

В процессе криообновления под действием низких температур осуществля-
ется регулирование генов, контролирующих цитохром С и НАД·Н, участвующие 
в его транспортной функции через наружную митохондриальную мембрану. 
Цитохром С блокирует процессы активации каспаз и снижает клеточный апоптоз 
[2; 15; 16]. Авторы полагают, что воздействие низких температур на гены, кон-
тролирующие цитохром С, активизирует процесс транспорта электронов, способ-
ствуя интенсификации подвижности спермиев и их оплодотворяющей способ-
ности (фертильности). Было экспериментально показано [15], что вследствие 
оплодотворения икры осетра и карпа размороженной спермой процент вылупле-
ния личинок и их средняя масса значительно возросли. В последующем такая 
молодь отличалась от контрольной партии большей массой тела и более высоким 
уровнем гематологических, биохимических и иммунологических показателей.

После трансплантации криоконсервированных эмбрионов от гипертензив-
ных крыс нормотензивным реципиентам Амстиславский с соавторами отмеча-
ли [5] существенное снижение артериального давления у потомства; данный 
эффект сохранялся и в следующем поколении.

Впрочем, криообновление нередко сопровождается негативным эффектом. 
Так, Козиковой и Яковлевым [19] у куриных эмбрионов, полученных от осеме-
нения криоконсервированной спермой, сохранявшейся в течение 4 месяцев, 
были выявлены хромосомные нарушения: была увеличена частота встречаемо-
сти триплоидии и транслокаций. 

Таким образом, применение криотехнологий для длительного сохранения 
биоматериала не гарантирует его высокие характеристики после дефростации. 
Используемые для предотвращения повреждений клеточных и тканевых струк-
тур режимы замораживания и криопротекторы вызывают их частичную инток-
сикацию, а зародышевый материал после дефростации нередко погибает или 
обнаруживает патологии. В практическом отношении существует проблема 
постоянного пополнения хладоагента, т. к. жидкий азот достаточно быстро ис-
паряется из криохранилищ; наконец, массовое использование метода криокон-
сервации требует специально оборудованного и сертифицированного помеще-
ния с соответствующей измерительной и запорной аппаратурой, подготовлен-
ного обслуживающего персонала.

Альтернативные технологии консервации биообъектов
Возможной альтернативой глубокому замораживанию могут послужить появив-
шиеся сравнительно недавно (1999 г.) т. н. CAS-технологии [18]. Разработанные 
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группой японских изобретателей (Овада и др.), они совершили революцию в 
области замораживания и сохранения продуктов питания и биологических тка-
ней без снижения их качества после размораживания. Использование этих 
технологий основано на генерировании слабых электромагнитных полей 
(СЭМП) в специальном морозильном оборудовании. В нем молекулы воды, 
составляющие основу клеток и тканей, приводятся во вращение вокруг соб-
ственной оси, что предотвращает их кластеризацию и кристаллизацию, повреж-
дающую клеточные стенки. При этом точка замерзания снижается до –7 оС, а 
после отключения ЭМП биологический объект сразу промерзает по всему объ-
ему и без кристаллообразования. CAS-технологии применяются в медицине для 
сохранения биологических тканей (The Teeth Bank — T. Kawata).

Учитывая перспективность новых подходов в области сохранения био-
объектов, появились возможности для разработки альтернативных общепри-
нятым инновационных биотехнологий с использованием сверхслабых им-
пульсных магнитных полей [28] с целью гипоконсервации живых систем без 
применения криопротекторов при температуре среды стандартного морозиль-
ного оборудования.
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Abstract
The intense human pressure on ecosystems leads to a reduction of biodiversity. Currently, 
for the conservation of species diversity and the duplication of samples of world collections 
the deep freezing of biological material — cryopreservation — is widely used. 
The review provides the traditional methods of cryopreservation of cells, tissues and 
embryos of vertebrates. We consider the key moments in the history of cryobiology and 
cryopreservation. The information on the conditions of freezing and thawing and methods 
of cryopreservation of biological objects with the use of penetrating and non-penetrating 
cryoprotectants is presented. The article outlines ways of slow (hardware and software) and 
fast (vitrification) freezing of biological objects. The attention is focused on vitrification as 
the most acceptable method in the field condition. 
The phenomenon of cryorenewal, which is based on stimulating, transforming and mutagenic 
(with heterosis effect) influence of cryopreservation process, is described. 
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Attention to the absence of guaranteed safety of high rates of cryopreserved biological material 
after it is defrosted is drawn. The paper contemplates a method of biomaterial’s preservation 
of using CAS-technology based on a weak electromagnetic field. 
The work predicts the possibility of developing alternative conventional biotechnology 
innovation with ultra-weak pulsed magnetic fields for the preservation of biological objects 
without the use of cryoprotectants. 
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