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Криоконсервация эмбрионов и гамет широко
используется для сохранения генетических ре�
сурсов лабораторных, а также сельскохозяйствен�
ных, редких и исчезающих видов животных
(Comizzoli et al., 2009; Амстиславский, Трукшин,
2010; Agca, 2012). Несмотря на то, что уже успеш�
но заморожены эмбрионы и гаметы нескольких
десятков видов млекопитающих (Fickel et al.,
2007; Saragusty, Arav, 2011), а криобанки генетиче�
ских ресурсов стали рутинной практикой работы
генетических центров (Rall et al., 2000; Landel,
2005; 2010; Yoshiki, 2009) до сих пор не существует
единого универсального протокола заморажива�
ния и оттаивания эмбрионов даже для мышей. В
некоторых генетических центрах, в которых со�
зданы криобанки различных линий мышей и
крыс, предпочитают использовать программное
замораживание (Rall et al., 2000; Landel, 2005;
2010), в других – исключительно витрификацию
(Yoshiki, 2009). Между тем, за прошедшие не�
сколько десятилетий криобиология развивалась
весьма успешно и, в результате, удалось достиг�
нуть существенного прогресса в понимании меха�
низмов криоповреждения и криозащиты (Mazur,
1990). В последнее время появились новые подхо�
ды к исследованию этих вопросов, с использова�
нием современных методов физики (Okotrub
et al., 2013). Более того, с возрастанием требова�
ний к экcпериментам на животных и с появлени�

ем большого числа линий мышей и других прио�
ритетных лабораторных животных, организация
криобанков стало одним из основных атрибутов
современных генетических центров (Agca, 2012).
Целью данной статьи является обзор современ�
ных методов сохранения генетических ресурсов
лабораторных животных значимых для биомеди�
цинских исследований в связи с проблемами тео�
ретической криобиологии и практическими ас�
пектами создания криобанков.

ЛАБОРАТОРНЫЕ ЖИВОТНЫЕ 
ПРИОРИТЕТНЫЕ

ДЛЯ БИОМЕДИЦИНСКИХ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Расшифровка генома человека (International
Human Genome Sequencing Consortium, 2004)
подняло на новый уровень поиск способов лече�
ния различных болезней. Расшифрованы геномы
и многих других видов животных, в том числе мы�
ши (Mouse Genome Sequencing Consortium, 2002),
крысы (Rat Genome Sequencing Project Consor�
tium, 2004), собаки (The Canine Genome Sequenc�
ing Project, 2005), кошки (NISC Comparative Se�
quencing Program, 2007), Данио�рерио (Howe
et al., 2013), свиньи (Groenen et al, 2012) и других.
Эти достижения расширили возможность выбора
соответствующих лабораторных животных для
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определения функций генов и тестирование но�
вых терапевтических подходов.

Мышь, в настоящее время, является, пожалуй,
важнейшим и наиболее широко востребованным
лабораторным животным (Abbott, 2004; Gondo
et al., 2009; Flint, Eskin, 2012). Однако при реше�
нии некоторых задач современной биологии
мышь не является наиболее адекватным объек�
том исследования (Seok et al., 2013). Так, напри�
мер, механизмы артериальной гипертензии изу�
чают преимущественно на крысах, это же отно�
сится и к некоторым другим заболеваниям,
имеющим полигенную основу (Pinto et al., 1998;
De Artiñano, Castro, 2009). Помимо мышей и крыс,
приоритетными лабораторными животными для
биомедицинских исследований являются собаки,
кошки, свиньи, овцы, обезьяны и данио�рерио,
последние известны в англоязычной литературе
как “zebrafish” (Mazur et al., 2008; Agca, 2012).

Собака активно использовалась в эксперимен�
тальной биологии и медицине в XIX–XX веках
(Liard et al., 1974; Мяленкова, 1994). В настоящее
время собака все еще выступает в качестве лабо�
раторного животного, хотя редко (Agca, 2012).
Кошек также до сих пор применяют в качестве ла�
бораторных животных (Agca, 2012). Благодаря
сходству кошачьего генома с геномом человека
(Driscoll et al., 2009) и сходным клиническим про�
явлениям некоторых заболеваний у человека и
кошки, последняя незаменима для проведения
некоторых медицинских исследований (Griffin,
Baker, 2002).

Свиней используют в качестве лабораторных
животных в различных исследованиях связанных
с хирургией, трансплантологией, фармакологией
(Whyte, Prather, 2011). Помимо обычных свиней
все чаще в экспериментах стали применять мини�
свиней (Тихонов, Бобович, 2011). 

Данио�рерио (Danio rerio) является тропиче�
ской пресноводной рыбкой, которая в природе
обитает в Индии и некоторых соседних с ней
странах (Беляева и др., 2010). Этот известный ак�
вариумистам вид рыб стал за последние десятиле�
тия очень значимым, так как оказалось, что геном
данио�рерио имеет много сходства с геномом че�
ловека (Howe et al., 2013). Эти небольшие рыбки
хорошо размножаются в неволе, неприхотливы,
требуют минимальных затрат на поддержание ви�
да в культуре. Данио�рерио используют в иссле�
дованиях по генетике и биологии развития, а так�
же в качестве экспериментального объекта при
создании новых лекарственных препаратов и мо�
делировании патологических процессов (Bergh�
mans et al., 2008; Беляева и др., 2010).

Существует много других видов животных, без
которых невозможно решить определенные зада�
чи. Например, в силу особенностей преимпланта�
ционного развития, впервые возможность успеш�

ного клонирования на млекопитающих удалось
продемонстрировать на овцах. Этот “экспери�
мент века” закончился рождением знаменитой
Долли (Campbell et al., 1996). Тем не менее, не�
смотря на то, что множество важных эксперимен�
тов проводятся на различных видах млекопитаю�
щих, рыб, птиц и представителей других таксо�
нов, мы, в данном обзоре, ограничимся лишь
теми видами лабораторных животных, которые
считаются приоритетными именно для биомеди�
цинских исследований (Mazur et al., 2008; Agca,
2012).

ЗАДАЧИ КРИОБАНКА ГЕНЕТИЧЕСКИХ 
РЕСУРСОВ ЛАБОРАТОРНЫХ ЖИВОТНЫХ

Создание криобанка гамет и преимплантаци�
онных эмбрионов лабораторных животных имеет
несколько основных задач. Важнейшей из них яв�
ляется сохранение генетических ресурсов видов,
линий и популяций животных (Вепринцев, Ротт,
1984). Часто криобанки имеют целью сохранить
биоразнообразие того или иного вида млекопита�
ющих (Амстиславский, Трукшин, 2010; Амсти�
славский и др., 2014). Если численность особей
того или иного вида животных достигает некоего
критического минимума, велика вероятность по�
тери данного вида (Frankham, 2003). При умень�
шении численности популяции возрастает опас�
ность генетического дрейфа, генетической неста�
бильности и потери особей в результате болезней
(Frankham, 2003; Amstislavsky et al., 2008). Нали�
чие криобанка генетических ресурсов того или
иного вида позволяет свести к минимуму риск
потери вида и его биоразнообразия (Andrabi,
Maxwell, 2007).

Применение вспомогательных репродуктив�
ных технологий (ВРТ) в сочетании с клеточными
и геномными инструментами привело к созда�
нию множества трансгенных и нокаутных живот�
ных, которые вносят существенный вклад в био�
медицинские исследования, начиная от анализа
функций гена до сравнительных исследований
разнообразных патологий у человека (Bockamp
et al., 2002; Adams, Weiden, 2008; Gondo et al., 2009).
На сегодняшний день получены тысячи новых
трансгенных, нокаутных и мутантных линий мы�
шей (Abbott, 2004), крыс (Jacob et al., 2010), а так�
же данио�рерио (Ekker, 2008) и ряда других видов
животных. Поддержание большого числа линий
лабораторных животных необходимых для прове�
дения современных медико�биологических ис�
следований невозможно без организации крио�
банка зародышей, гамет и стволовых клеток (Ab�
bott, 2004; Landel, 2005; Ekker, 2008; Agca, 2012).

Наличие криобанка повышает эффективность
работы генетических центров путем снижения
финансовых затрат и оптимизации их деятельно�
сти, помогая ассоциировать их в международные
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федерации ресурсов лабораторных животных
(Landel, 2005; FIMRe, 2006). Упрощается обмен
линиями лабораторных животных между центра�
ми, так как транспортировать замороженные га�
меты и эмбрионы обычно быстрее, чем взрослых
особей; кроме того, обмен генетическими ресур�
сами в виде замороженных эмбрионов позволяет
избежать потенциальной передачи заболеваний и
других проблем, которые связанных со здоровьем
животных (Mahabir et al., 2008; Shek, 2008). Таким
образом, криобанк дает исследователям практи�
чески неограниченный доступ к уникальным
биомедицинским моделям, полученным в раз�
личных странах (FIMRe, 2006; Agca, 2012). 

В настоящее время, возрастают требования к
исследованиям, проводимым на лабораторных
животных (Festing et al., 1998). Чтобы соответ�
ствовать этим стандартам, все чаще исследования
проводят на животных SPF�статуса (specified
pathogens free), что позволяет получать более точ�
ные данные, без ошибок связанных с патогенной
нагрузкой на лабораторных животных (Shek,
2008; Брусенцев и др., 2011). Криобанк в сочета�
нии с программой редеривации, позволяет рабо�
тать с животными SPF�статуса и контролируемо�
го генетического качества (Rall et al., 2000; Бру�
сенцев и др., 2011; Амстиславский и др., 2013). В
следующем разделе проанализированы криобио�
логические основы замораживания и криокон�
сервации биологических объектов, прежде всего
зародышей и гамет млекопитающих.

КЛЮЧЕВЫЕ АСПЕКТЫ ЗАМОРАЖИВАНИЯ 
И КРИОКОНСЕРВАЦИИ 

БИОЛОГИЧЕСКИХ ОБЪЕКТОВ

Биологический материал может храниться при
температуре –196°С длительное время не теряя
своей жизнеспособности, поскольку при этой тем�
пературе метаболические процессы практически
остановлены (Mazur, 1970). Это теоретическое по�
ложение подтверждается на практике получением
потомства из замороженных эмбрионов, находив�
шихся в криобанке несколько десятков лет
(Glenister, Thornton, 2000). Криобиология играет
важную роль в сохранении генетических ресурсов
различных животных, однако современное пони�
мание криоконсервации основано на длительной
истории экспериментальных исследований в фи�
зике, химии и биологии (Arav, 2014).

На сегодняшний день существует два основ�
ных способа замораживания биологических об�
разцов: программное замораживание и витрифи�
кация. Первый способ заключается в охлаждении
с относительно небольшими скоростями, по спе�
циальной программе, состоящей из нескольких
стадий (Whittingham et al., 1972; Leibo, Songsasen,
2002). Основываясь на всестороннем исследова�
нии процессов, происходящих при постепенном

снижении температуры (Mazur, 1990), современ�
ные программы замораживания эмбрионов преду�
сматривают этап постепенного снижения темпе�
ратуры (0.3–2°С в минуту) (Leibo, Songsasen, 2002).
Под витрификацией же обычно понимают про�
цесс сверхбыстрого охлаждения, когда кристал�
лов льда вообще не образуется (Saragusty, Arav,
2011). Витрификация относится к неравновесно�
му процессу. В этом случае существует этап отно�
сительно быстрого (в идеальном случае – практи�
чески мнгновенного) охлаждения, при котором
нарушается равновесие фаз, а кристаллического
льда не образуется вообще. Происходит образова�
ние аморфной твердой фазы – процесс извест�
ный под названием “стеклование” (Жмакин,
2008). Следует отметить, что некоторые из разно�
видностей программного замораживания также
относятся к неравновесному способу – а именно,
в тех случаях, когда медленное охлаждение обры�
вается при температурах от –35°С до –45°С быст�
рым погружением замораживаемого материала в
жидкий азот (Mazur, 1990). При этом равновесие
нарушается образованием внутриклеточного
льда, но кристаллики настолько малы, что не мо�
гут существенно повредить клетки.

Ключевое место, как при равновесном, так и
при неравновесном способе занимают криопро�
текторы. Традиционно криопротекторы делят на
проникающие и непроникающие (McGann, 1978;
Molinia et al., 1994; Hubalek, 2003). Наиболее из�
вестными и широко применяемыми криопротек�
торами относящимися к первой группе являются
диметилсульфоксид (ДМСО); многоатомные
спирты, такие как глицерин, пропиленгликоль,
этиленгликоль; одноатомный спирт метанол
(Molinia et al., 1994; Hubalek, 2003). Ко второй
группе криопротекторов относятся, главным об�
разом, различные олиго�, моно� и полисахариды:
сахароза, трегалоза, фикол, рафиноза, фруктоза и
другие сахара (McGann, 1978; Hubalek, 2003). Сле�
дует отметить, что эта распространенная класси�
фикация является неким обобщением, и способ�
ность проникать в клетки может достаточно силь�
но различаться у криопротекторов в пределах
одной группы. Так, например, глицерин, как пра�
вило, проникает через клеточные мембраны на�
много медленнее, чем ДМСО или этиленгликоль
(Hubalek, 2003). Более того, скорость проникно�
вения через клеточные мембраны для того или
иного криопротектора, как и их токсические эф�
фекты, зависят от температуры и типа клеток
(Kasai et al., 1981; Hubalek, 2003), в частности, от
стадии развития эмбриона (Pedro et al., 2005).

Список криопротекторов непрерывно растет.
Некоторые природные комплексные соединения,
такие как яичный желток, некоторые пектиновые
полисахариды, которые выделяют из растений,
гликопротеины, выделяемые из некоторых рыб и
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насекомых, обладают криопротективными свой�
ствами и их иногда используют для заморажива�
ния и криоконсервации различных биологиче�
ских объектов (Hubalek, 2003). Как правило, ком�
бинация криопротекторов более эффективно
предохраняет замораживаемые объекты от повре�
ждающих факторов, чем эти компоненты по от�
дельности (Hubalek, 2003; Брусенцев и др., 2014),
при определенных комбинациях криопротекто�
ров наблюдается эффект синергизма (Hubalek,
2003). Концентрация криопротекторов при про�
граммном замораживании составляет обычно для
проникающих криопротекторов около 10%, а для
не проникающих она существенно меньше (Mc�
Gann, 1978). При витрификации концентрация
криопротекторов как правило выше – около 40%.

Теоретической основой для создания про�
грамм замораживания были разработки Питера
Мэйзура, который является автором “двухфак�
торной гипотезы” повреждений возникающих
при глубоком охлаждении различных биологиче�
ских объектов (Mazur, 1970; 1990). По мере охла�
ждения препарата происходит увеличение кон�
центрации окружающего клетку раствора, что в
свою очередь, приводит к постепенному обезво�
живанию клетки. Скорость обезвоживания зави�
сит от объема клетки, а также от проницаемости
еe клеточной мембраны для воды. Двухфакторная
гипотеза предполагает два принципиально раз�
ных механизма повреждения клетки, реализация
которых зависит от скорости охлаждения препа�
рата. В случае слишком быстрого охлаждения
клетка не успевает достигнуть достаточной степе�
ни обезвоживания и в результате лишняя вода
превращается во внутриклеточный лeд. Образо�
вание льда в клетке способно привести к механи�
ческим повреждениям, таким как разрыв клеточ�
ной мембраны. С другой стороны, если прово�
дить охлаждение слишком медленно, то из�за
чрезмерного обезвоживания и длительной экспо�
зиции в высококонцентрированном растворе мо�
жет произойти интоксикация клетки.

Эксперименты по замораживанию разных
биологических объектов подтвердили основные
положения двухфакторной гипотезы П. Мэйзура
(Mazur, 1970; Rall et al., 1983; Mazur, 1990). Из
двухфакторной гипотезы следует, что существует
некоторая скорость охлаждения, оптимальная с
точки зрения выживания клеток. Эта скорость
может сильно различаться в зависимости от замо�
раживаемого объекта. Так например, для дрожже�
вых клеток оптимальная скорость охлаждения со�
ставляет 7°С/мин, для ооцитов и эмбрионов млеко�
питающих – не более 1°С/мин, а для эритроцитов
человека она оценивается в 3000°С/мин (Mazur,
1970).

В процессе медленного (равновесного) про�
граммного замораживания внутриклеточная вода

выходит из клеток и замещается раствором крио�
протектора, что существенно снижает точку кри�
сталлизации и позволяет вне� и внутриклеточной
жидкости находиться в переохлажденном состоя�
нии (Rall et al., 1983). При программном замора�
живании эмбрионов млекопитающих, на первом
этапе температуру, как правило, снижают на 1–
2°С в минуту до –7°С…–12°С, в зависимости от
вида животных и типа криопротектора (Leibo,
Songsasen, 2002; Tsai et al., 2009). По достижении
данной температуры, образец выдерживается 5–
10 мин. В этот промежуток времени, в условиях
термостатирования, индуцируется кристаллиза�
ция льда внутри контейнера содержащего замо�
раживаемый образец – сидинг (англ. seeding)
(Leibo, Songsasen, 2002). На практике, чаще всего,
касаются охлажденным предметом контейнера, в
котором располагается образец, искусственно со�
здавая центры кристаллизации льда. Вода, содер�
жащаяся в растворе криопротектора окружающе�
го замораживаемые объекты, начинает превра�
щаться в лед, что приводит к выходу воды из
клеток биологического образца.

После сидинга наступает второй этап: более
медленное охлаждение замораживаемого объек�
та. Чаше всего на этом этапе температура снижа�
ется на 0.3–0.5°С в мин, однако, в некоторых слу�
чаях, оптимальная скорость охлаждения выше;
это существенным образом зависит от вида охла�
ждаемого объекта, в частности от проницаемости
клеточных мембран (Mazur,1970). Эксперимен�
тально показано, что образование кристаллов
льда инициируется и нарастает сначала во вне�
клеточном пространстве (Rall et al., 1983). С по�
нижением температуры вода в окружающем за�
мораживаемый образец растворе все больше на�
чинает переходить в лед (рис. 1), а клетки
охлаждаемого образца все более обезвоживаются,
и происходит существенное повышение концен�
трации криопротектора в том растворе, который
все еще остается в жидкой фазе (Mazur,1970). В
этом концентрированном растворе начинает обра�
зовываться аморфная фаза (Jochem, Körber, 1987;
Mazur,1990; Жмакин, 2008). Кристаллы льда внут�
ри клеток, как показали эксперименты, образуют�
ся при существенно более низких температурах,
чем вне клеток (Rall et al., 1983; Mazur, 1990).

Большинство классических исследований по
замораживанию эмбрионов разных видов млеко�
питающих ориентированы на так называемом
“стандартном протоколе”, при котором plunging
(ангоязычный термин обозначающий быстрое за�
вершение медленного охлаждения погружением
контейнера с биоматериалом в жидкий азот) про�
изводят при темературах –30°С…–40°С (Leibo,
Sonsassen, 2002). При его применении с использова�
нием криопротекторов в концентрациях 1–2 моля
внутриклеточные кристаллы льда образуются, но
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они настолько малы, что не могут существенно
повредить клетки. Этот протокол, предложенный
впервые Вилладсеном (Willadsen, 1977) рекомен�
дован для создания криобанка лабораторных жи�
вотных (Renard, Babinet, 1984) и до сих пор ис�
пользуется, например, в самом крупном мировом
криоархиве мышиных линий – Джексоновской
лаборатории (Бар Харбор, США).

Однако самое первое успешное заморажива�
ние эмбрионов производили согласно протоколу,
при котором их охлаждали до гораздо более низ�
ких температур – до –80°C или до –110°C перед
тем, как осуществить погружение биоматериала в
жидкий азот (Whittingham et al., 1972). Этот клас�
сический протокол, с небольшими модификаци�
ями, до сих пор иногда применяют (Tsai et al.,
2009). При столь длительном обезвоживании кри�
сталлов льда внутри клеток практически вообще
не образуется, однако, этот классический способ
программного замораживания в наши дни при�
меняется крайне редко, так как ему присущи
определенные ограничения. Прежде всего, осу�
ществление такого длительного способа охлажде�
ния занимает слишком много времени. Более то�
го, столь медленное замораживание требует и
очень медленного оттаивания (Whittingham et al.,
1972). В конечном счете, результаты, полученные
с применением более технологичного стандарт�
ного протокола (Renard, Babinet, 1984; Leibo, Son�
sassen, 2002) ничуть не хуже по сравнению с тре�
бующим гораздо большего времени классиче�
ским вариантом (Whittingham et al., 1972).

Теоретические основы витрификации были
разработаны в 1930�х годах Льюэтом (Luyet, 1937)
и успешно реализованы по отношению к эмбрио�
нам млекопитающих в 1980�х годах (Rall, Fahy,
1985). При этом способе основным процессом яв�
ляется упоминавшееся выше стеклование (Fahy
et al., 1984). Переход раствора в аморфную твер�
дую фазу происходит при высоких скоростях
охлаждения – более 500°С/мин. При проведении
витрификации используют те же самые криопро�
текторы, что и при программном замораживании,
но в концентрации от 4 до 7 молей (Vajta, 2009; Sa�
ragusty, Arav, 2011). Данный метод эффективно
применяется не только для грызунов (Rall, Fahy,
1985), но и для животных, которых сложно крио�
консервировать при помощи программного замо�
раживания из�за содержания в цитоплазме их
бластомеров большого количества липидных гра�
нул (Zhang et al., 2012).

Наряду с криопротектором, важным элемен�
том при программном замораживании и витри�
фикации является контейнер, в котором находит�
ся образец в процессе замораживания (Saragusty,
Arav, 2011). Наиболее распространенными кон�
тейнерами для проведения программного замо�

раживания и витрификации эмбрионов являются
соломины, либо криопробирки.

Помимо процесса замораживания также ва�
жен и обратный процесс оттаивания. Процесс от�
таивания необходимо выполнять правильно, что�
бы предотвратить перекристаллизацию воды
(Mazur, 1990). Оттаивание также как и заморажи�
вание бывает двух типов: медленное и быстрое. В
общем, если образец был заморожен медленно, то
оттаивание должно происходить медленно, при
быстром же способе замораживания рекомендо�
вано и сравнительно быстрое оттаивание (Whit�
tingham et al., 1972; Renard, Babinet, 1984; Mazur,
1990). Экспериментально показано, что если био�
логический материал был заморожен согласно
“стандартного протокола” замораживания, опи�
санного выше, то температура оттаивания должна
составлять от 300°С до 2500°С в минуту (Renard,
Babinet, 1984). При строго равновесном медлен�
ном охлаждении, оптимальная скорость оттаива�
ния тоже очень низкая (20°С в минуту) (Whitting�
ham et al., 1972).

Разработка конкретных протоколов замора�
живания требует диагностики. Можно выделить
два типа экспериментальных работ по исследова�
нию процессов замораживания клеток. К перво�
му типу относятся работы, которые заключаются
в сравнении состояния клеток до и после крио�
консервации. Второй тип заключается в непо�
средственном наблюдении процессов протекаю�
щих при замораживании и размораживании кле�
ток in situ. Наиболее распространенным методом
второго типа являются исследования с помощью
криомикроскопа.

30 мкм

Рис. 1. Эмбрион мыши в процессе охлаждения. После
проведения сидинга во внеклеточном пространстве
стали образовываться кристаллы льда, и лишь не�
большой объем жидкости вокруг эмбриона остается
не замерзшим.
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Криомикроскопия достаточно давно исполь�
зуется для исследования процессов протекающих
при замораживании биологических объектов
(Rall et al., 1983; Diller, 1996). Этот метод позволя�
ет бесконтактным образом проводить наблюде�
ния за замораживаемыми клетками, причем ре�
зультаты криомикроскопических исследований
легко сопоставить с оценками применяемых про�
токолов замораживания по жизнеспособности
биологических объектов после криоконсервации
(Rall et al., 1983).

Для получения дополнительной информации,
криомикроскопию совмещают с другими методи�
ками, например с дифференциальной сканирую�
щей калориметрией (ДСК) (Han, Bischof, 2004;
Mori et al., 2012). С этой целью создаются даже
экспериментальные установки, совмещающие
ДСК и криомикроскоп (Yuan, Diller, 2005). ДСК
позволяет отслеживать количество льда в замора�
живаемом препарате, а также определять темпера�
туры, при которых происходят фазовые переходы.

В последнее время, стали появляться работы, в
которых криомикроскопия совмещается со спек�
троскопией комбинационного рассеяния света
(КРС); в англоязычной литературе КРС часто на�
зывается Рамановской (Raman) спектроскопией
(Dong et al., 2010; Okotrub et al., 2013). Суть метода
спектроскопии КРС заключается в фокусировке

монохроматического излучения на образец и ис�
следовании спектра света, рассеянного на других
длинах волн. Изменение длины волны фотона
(светового кванта) происходит из�за его взаимо�
действия с колебаниями молекул. В результате
взаимодействия фотон может (с вероятностью
10–6–10–10) поглотить или породить квант колеба�
ния молекулы, что скажется на его энергии (и
связанной с ней длиной волны). Исследуя спектр
рассеянного излучения можно определить энер�
гию колебаний, на которых происходит рассея�
ние света. Поскольку каждое соединение облада�
ет индивидуальным набором колебаний, то и
спектр рассеянного этим веществом света будет
также индивидуален. Кроме того, спектр КРС
оказывается чувствителен к различным факто�
рам, таким как агрегатное состояние вещества.

Микроскопный объектив позволяет фокуси�
ровать излучение в малые объемы. Поэтому совме�
щение КРС с микроскопом позволяет исследовать
состав и состояние вещества с высоким (~1 мкм)
пространственным разрешением. В настоящее
время уже продемонстрирована возможность де�
тектирования внутриклеточного льда в клетках
млекопитающих методом КРС (Dong et al., 2010).
Также, с помощью этой методики было исследо�
вано распределение продуктов эвтектической
кристаллизации физиологического раствора при
замораживании суспензии дрожжевых клеток
(Okotrub et al., 2013).

Применение криомикроскопии, совмещен�
ной с методом КРС, позволяет получать инфор�
мацию не только об окружении, но и о состоянии
самих клеток. Например, КРС оказывается чув�
ствителен к упорядочению липидов в мембранах
клетки и липидных каплях. На рис. 2 показаны
спектры КРС в диапазоне соответствующем ва�
лентным колебаниям С–Н2 связи, полученные от
эмбриона мыши при комнатных условиях и при
температуре –120°С. Из сравнения видно, что в
спектре замороженного эмбриона мыши наблю�
даются острые пики на частотах 2849 и 2882 см–1

(1 см–1 равняется 30 ГГц), относящиеся колебани�
ям С–Н2 связи. Эти спектральные изменения
связаны с упорядочением неполярных углерод�
ных цепочек липидов при низких температурах.

Таким образом, применение КРС позволяет
значительно расширить экспериментальные воз�
можности в диагностике процессов, протекающих
при замораживании клеток. Криобиологические
эксперименты in situ по большей части направле�
ны на исследование механизмов криоповрежде�
ния. Как правило, условия, при которых проводят�
ся эти эксперименты, немного отличаются от
условий, в которых проводится замораживание и
криоконсервация биологических объектов для
реальных целей создания криобанков генетиче�
ских ресурсов животных. Например, в условиях
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Рис. 2. Спектры КРС полученные от эмбриона мыши
при T = +18°C (серая линия) и при T = –120°C
(чeрная линия). Спектры нормированы по интенсив�
ности линии на частоте 2935 см–1.
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эксперимента in situ может использоваться не
стандартные криопробирки или соломины, а дру�
гие емкости для замораживания, возможны не�
большие отклонения в температурном режиме
или концентрации криопротекторов (Dong et al.,
2010; Okotrub et al., 2013). Поэтому более точную
и достоверную информацию об эффективности
того или иного протокола обычно получают в ис�
следовании выживания и анализа состояния раз�
мороженных клеток.

При наличии флуоресцентного микроскопа и
витальных (пригодных для прижизненного окра�
шивания) флуорохромов можно достаточно
быстро проверить, погиб эмбрион в процессе за�
мораживания или выжил. Часто этот способ при�
меняют при попытках заморозить тот или иной
новый объект (Amstislavsky et al., 1996; Tsai et al.,
2009; Амстиславский и др., 2014). Методы при�
жизненного окрашивания флуорохромами и по�
следующая флуоресцентная и световая микро�
скопия позволяют делать выводы о сохранении
жизнеспособности эмбрионов и гамет после
криоконсервации. Впервые удобный и эффек�
тивный метод окрашивания эмбрионов млекопи�
тающих витальным флуорохромом диацетатом
флуоресцеина (ФДА) с последующей оценкой их
жизнеспособности при помощи флуоресцентной
микроскопии был применен по отношению к
мышиным эмбрионам австралийскими исследо�
вателями Линдой Мор и Аланом Троунсоном
(Mohr, Trounson, 1980). Позже стали применять
совместное окрашивание ФДА и йодистым про�
пидием, что позволяет видеть при помощи флуо�
ресцентного микроскопа, как живые, так и мерт�
вые клетки (Ivan et al., 2011).

Окрасив пережившие криоконсервацию заро�
дыши хорька витальным флуоресцентным краси�
телем (ФДА), мы получили первые подтверждения
того, что эмбрионы этого вида куньих успешно пе�
режили процедуры замораживания, криохранения
и оттаивания (Amstislavsky et al., 1996). Подобным
же образом, применив несколько иные флуоро�
хромы, удалось показать, что сперматозоиды
амурского лесного кота (Prionailurus bengalensis
euptilurus), успешно пережили криоконсервацию
(Амстиславский и др., 2014). Окончательные вы�
воды можно сделать, лишь убедившись в способ�
ности размороженных объектов развиваться
in vitro или in vivo. Так, например, после теста с ви�
тальным красителем, мы получили убедительное
доказательство способности эмбрионов хорька
развиваться как in vitro (Amstislavsky et al., 2000),
так и in vivo (Lindeberg et al., 2003), причем в по�
следней работе было получено живое потомство
после трансплантации эмбрионов, взятых из
криобанка.

СОХРАНЕНИЕ ГЕНЕТИЧЕСКИХ РЕСУРСОВ 
ЛАБОРАТОРНЫХ ЖИВОТНЫХ В ВИДЕ 
КРИОБАНКА ЭМБРИОНОВ И ГАМЕТ

Генетические ресурсы лабораторных живот�
ных в современных криобанках сохраняют глав�
ным образом в виде криоконсервированных
сперматозоидов (мужских гамет) и преимпланта�
ционных эмбрионов (Landel, 2005; Agca, 2012).
Замораживание женских гамет – ооцитов приме�
няют существенно реже (Agca, 2012).

Замораживание семени

Замораживание мужских гамет – сперматозо�
идов является одним из основных методов, при�
меняемых для сохранения генетических ресурсов
лабораторных животных (Landel, 2005; Mazur
et al., 2008; Agca, 2012). После оттаивания заморо�
женного семени можно получить зиготы и разви�
вающиеся зародыши с использованием процеду�
ры экстракорпорального оплодотворения (ЭКО);
последующая же трансплантация полученных
in vitro зародышей позволяет восстановить ту или
иную линию лабораторных мышей (Landel, 2005).
В частности, криоконсервация семени в сочета�
нии с последующим ЭКО и трансплантацией по�
лученных эмбрионов самкам�реципиентам явля�
ется, на сегодняшний день, наиболее адекватным
методом при сохранении генетических ресурсов
трансгенных и нокаутных линий мышей (Agca,
2012). 

Если же после оттаивания подвижность семе�
ни низкая, применяют интроцитоплазматиче�
скую инъекцию сперматозоидов или ИКСИ (In�
tra�cytoplasmic Sperm Injection, ICSI) (Kimura,
Yanagimachi, 1995). В этом случае сперматозоиды
при помощи микроманипуляторов вводят внутрь
яйцеклетки, прокалывая ее прозрачную оболоч�
ку. Наиболее современной разновидностью этого
метода, который применяется в медицине, но по�
ка не нашел широкого применения в работе с ла�
бораторными животными, является интроцито�
плазматическая инъекция селекционированных
по морфологии сперматозоидов или ИМСИ (In�
tra�cytoplasmic Morphologically Selected Sperm
Injection, IMSI) (Berkovitz et al., 2005). 

Другим путем восстановления живых особей
из замороженного семени является искусствен�
ное осеменение (ИО) (Foote et al., 2002). Несмот�
ря на то, что ИО широко используют по отноше�
нию к относительно редко применяемым лабора�
торным объектам, таким, как свиньи, собаки,
кошки (Foote et al., 2002; Zambelli, Cunto, 2005;
Thomassen, Farstad, 2009), этот путь восстановле�
ния животных из замороженного семени исполь�
зуют по отношению к мышам гораздо реже. Тем
не менее, еще c 1960�х гг была продемонстрирова�
на возможность искусственного осеменения мы�
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шей путем введения семени непосредственно в
матку (Wolfe, 1967), метод был существенно улуч�
шен за прошедшие с этого времени полвека (Roos
et al., 2008). Недостатком этого способа является
то, что требуется большое число сперматозоидов
для успеха ИО. Позже были разработаны методы
осеменения путем введения сперматозоидов в ам�
пулу яйцевода (Nakagata, 1992) и в бурсу (сумку
окружающую яичник и яйцевод) (Sato et al., 2002).
Эти методы требуют существенно меньше сперма�
тозоидов для успешного осеменения, чем тради�
ционное ИО, однако широкого практического
применения при работах связанных с сохранением
генетических ресурсов лабораторных грызунов
они пока не получили (Landel, 2005; Agca, 2012).

На сегодняшний день, наилучшие результаты
при замораживании семени лабораторной мыши,
получаются при использовании обезжиренного
молока и раффинозы в качестве криопротекторов
(Takeshima et al., 1991). Относительно недавно по�
явились эффективные протоколы для заморажи�
вания семени крыс с использованием яичного
желтка, моногидрата лактозы и трис�гидрокси�
метил�аминометана (Seita et al., 2011). Заморажи�
вание семени как мышей, так и крыс, обычно
проводят без использования программного замо�
раживателя, выдерживая соломину с семенем в
парах жидкого азота, после чего помещают ее в
жидкий азот.

Помимо лабораторных мышей и крыс, в мире
уже существуют криобанки, в которых хранятся
сперматозоиды различных линий данио�рерио
(Agca, 2012). Для замораживания семени этого
вида рыб используют в качестве криопротекторов
метанол или диметилацетамид (Morris et al., 2003;
Yang, Tiersch, 2009). 

Криоконсервацию семени применяют и при
создании криобанков таких редко используемых
лабораторных животных, как собаки, кошки и
свиньи (Agca, 2012). Поскольку собаки являются
распространенными домашними питомцами,
способы замораживания семени псовых хорошо
разработаны (Thomassen, Farstad, 2009). Семя ко�
шачьих чаще всего замораживают используя гли�
церин и яичный желток в качестве криопротекто�
ров (Luvoni, 2006). Наш собственный опыт свиде�
тельствует о том, что сперматозоиды кошачьих
можно успешно замораживать с использованием
разбавителей семени, выпускаемых для замора�
живания семени псовых (Амстиславский и др.,
2014). Опубликованы работы, свидетельствую�
щие о возможности замораживания и криокон�
сервации семени свиней (Bwanga, 1991; Foote
et al., 2002). Несмотря на то, что замораживание
семени является достаточно рутинной процеду�
рой по отношению к мышам, в отношении осталь�
ных видов лабораторных животных перечислен�
ных выше, результаты не столь воспроизводимы,

как на мышах; эксперименты по совершенствова�
нию методов замораживания семени этих видов
животных продолжаются (Mazur et al., 2008).

Замораживание ооцитов

Криоконсервация женских гамет большинства
видов млекопитающих, в отличие от заморажива�
ния сперматозоидов, до сих пор вызывает сложно�
сти. Поэтому генетические ресурсы лабораторных
животных чаще сохраняют именно в виде заморо�
женных эмбрионов или сперматозоидов, чем в ви�
де ооцитов (яйцеклеток) (Glenister, Thornton, 2000;
Landel, 2005; Agca, 2012).

Одна из основных проблем, возникающих при
замораживании женских гамет, – затвердевание
прозрачной оболочки (zona pellucida). Эта эла�
стичная гликопротеиновая оболочка окружает
яйцеклетку, отделяя ее от окружающей среды, и
выполняет ряд жизненно важных функций (Рож�
кова и др., 2012). После проникновения сперма�
тозоида в ооците запускается каскад биохимиче�
ских реакций, который вызывает выброс наружу
содержимого кортикальных гранул. Эти реакции
модифицируют прозрачную оболочку, которая
преобразуется в так называемую оболочку опло�
дотворения, препятствующую полиспермии –
проникновению в яйцеклетку более одного спер�
матозоида. Процессы замораживания/размора�
живания приводят к самопроизвольному опо�
рожнению кортикальных гранул, затрудняя или
делая вовсе невозможным последующее оплодо�
творение таких ооцитов (Matson et al., 1997). 

Другая не менее серьезная проблема заключа�
ется в том, что овулировавшие (вышедшие из
фолликулов в яйцеводы) яйцеклетки большин�
ства млекопитающих находятся в состоянии не�
завершенного мейоза, тонкие механизмы которо�
го часто повреждаются процедурами криоконсер�
вации, что также препятствует дальнейшему
оплодотворению. В силу этих причин, методы за�
мораживания ооцитов пока не стали рутинной
процедурой даже для таких лабораторных живот�
ных, как мыши и крысы (Mullen, Critser, 2007;
Agca, 2012). Между тем, технологии заморажива�
ния и криоконсервации яйцеклеток млекопитаю�
щих интенсивно разрабатываются, и, в последнее
десятилетие, достигнут существенный прогресс
(Noyes et al., 2010).

Следует особо остановиться на проблемах,
связанных с замораживанием яйцеклеток рыб,
поскольку среди рыб появился перспективный
объект генетических исследований – данио�ре�
рио (Agca, 2012). Криоконсервация яйцеклеток
рыб, однако, представляет особую сложность из�
за структурных барьеров, которые мешают про�
никновению криопротекторов, а также повы�
шенной чувствительности их к охлаждению (Rob�
les et al., 2009); подробнее эти проблемы и подхо�
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ды к их преодолению обсуждаются в последнем
разделе нашего обзора. 

Замораживание яичниковой ткани

Экспериментально было показано, что воз�
можно успешно трансплантировать яичниковую
ткань мышей соответствующим реципиентам как
до, так и после криоконсервации (Cox et al., 1996;
Snow et al., 2002). Как ортотопическая, так и гете�
ротопическая трансплантация яичниковой ткани
иммунодефицитным реципиентам другой линии
или даже другого вида являются перспективными
подходами к сохранению генетических ресурсов
лабораторных животных, особенно при сохране�
нии трансгенных линий мышей, имеющих ре�
продуктивные проблемы (Cox et al., 1996; Snow
et al., 2002; Dorsch, Wedekind, 2010). В настоящее
время яичниковую ткань мышей успешно замо�
раживают как при помощи программного замо�
раживания (Cox et al., 1996), так и при помощи
витрификации (Chen et al., 2006).

На рис. 3 представлены результаты эксперимента
по гетеротопической трансплантации яичниковой
ткани мышей, проведенного в нашей лаборатории.
Яичниковая ткань мышей линии 129S2/SvPasCrl
была пересажена подкожно овариэктомированным
реципиентам линии SCID/SHO�Prkdcscid, для ко�
торых характерен врожденный иммунодефицит и
поэтому чужеродные ткани не отторгаются. Ткань
успешно прижилась и видна в виде подкожного
бугорка. О функциональной активности и успеш�
ном приживлении трансплантата свидетельство�
вало восстановление эстральных циклов у этой
самки�реципиента.

По отношению к другим видам лабораторных
животных также проводятся эксперименты по за�
мораживанию и трансплантации яичниковой
ткани. Так, например, имеются сообщения об
успешной трансплантации яичниковой ткани ко�
шек иммунодефицитным мышам как без предва�
рительного замораживания (Bosch et al., 2004),
так и после криоконсервации (Fassbender et al.,
2007). Однако живого потомства после такого ро�
да ксеногенной трансплантации получено не бы�
ло; были лишь получены свидетельства об успеш�
ном приживлении ткани яичников и ее физиоло�
гической активности в новом окружении. В
целом, можно сказать, что на сегодняшний день,
замораживание и трансплантация яичниковой
ткани является весьма перспективным методом
сохранения генетических ресурсов для различных
лабораторных животных, но лишь по отношению
к мышам этот способ разработан достаточно хо�
рошо (Agca, 2012).

Сохранение генетических ресурсов лабораторных 
животных в виде эмбрионов

Создание криобанка преимплантационных за�
родышей является трандиционным способом со�
хранения генетических ресурсов различных ли�
ний мышей (Mobraaten, 1986); лишь несколько
позже, наряду с эмбрионами, для сохранения ге�
нетических ресурсов мышей стали применять и
замороженное семя (Glenister, Thornton, 2000).
Следует отметить, что при создании криобанков
лабораторных животных, криоконсервация гамет
обычно дополняет, но не заменяет криоконсерва�
цию эмбрионов (Landel, 2005). Считается, что ли�
нию мышей можно надежно криоконсервиро�
вать, заморозив 200–500 эмбрионов (Glenister,
Thornton, 2000; Landel, 2005).

Рис. 3. Результат эксперимента по трансплантации яич�
никовой ткани у мышей. Яичниковая ткань мышей ли�
нии 129S2/SvPasCrl была пересажена овариэктомиро�
ванным реципиентам линии SCID/SHO�Prkdcscid под�
кожно. Прижившаяся в результате гетеротопической
трансплантации яичниковая ткань выделяется в виде
бугорка (отмечено стрелкой).
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На сегодняшний день, криобанки эмбрионов
линий лабораторных мышей созданы при веду�
щих генетических центрах; таких крупных крио�
банков, в которых сохраняются ресурсы сотен и
даже тысяч различных линий мышей в мире на�
считывается около двух десятков (FIMRe, 2006;
Agca, 2012). В генетических центрах Европы и Аме�
рики для создания криобанков эмбрионов предпо�
читают использовать программное замораживание
(Rall et al., 2000; Glenister, Thornton, 2000; Landel,
2005; 2010). В криобанках Азии для этих целей ис�
пользуют витрификацию (Yoshiki, 2009).

Существенно меньше число криобанков, в ко�
торых в замороженном виде сохраняют эмбрио�
ны крыс (Agca, 2012). Что касается других видов
лабораторных животных выделяемых в качестве
приоритетных для биомедицинских исследова�
ний (Аgca, 2012), то следует отметить кошку и со�
баку относящихся к отряду хищных. Эмбрионы
этих видов млекопитающих были успешно замо�
рожены экспериментально (Amstislavsky et al.,
2012), однако пока не было создано крупных
криобанков, где различные породы собак или ко�
шек сохранялись бы в виде замороженных эмбри�
онов. Лишь относительно недавно удалось найти
адекватные способы замораживания эмбрионов
свиней (Dobrinsky et al., 2001). Что касается да�
нио�рерио, то пока не известно успешных попы�
ток замораживания эмбрионов этого вида рыб
(Agca, 2012).

В криобанке, созданном нами в ИЦиГ СО
РАН в Новосибирске сохраняются, главным об�
разом в виде замороженных эмбрионов, 6 линий/
сублиний крыс, а также 30 линий, сублиний и му�
тантных стоков мышей, большинство из которых
являются уникальными моделями, полученными
путем селекции либо трансгенеза/нокаута. В общей
сложности, в криобанке ИЦиГ СО РАН сохраня�
ется, на сегодняшний день, более 4000 эмбрионов
лабораторных животных. Поскольку при ИЦиГ
СО РАН создан современный виварий соответ�
ствующий самым высоким международным стан�
дартам и поддерживающий линии мышей и крыс
в состоянии SPF (specific pathogen free), наш
криобанк территориально расположен на терри�
тории этого SPF�вивария и одной из его задач яв�
ляется оптимизация работы этого современного
генетического центра. В частности, при помощи
криобанка и вспомогательных репродуктивных
технологий нам удалось получить потомство и ре�
деривировать, то есть перевести из конвенцио�
нального в SPF�статус семь линий/сублиний
крыс, а также четыре линии и один мутантный
сток мышей (Амстиславский и др., 2013).

ПРОБЛЕМЫ ПРИ СОЗДАНИИ 
КРИОБАНКОВ ГЕНЕТИЧЕСКИХ РЕСУРСОВ 

ЛАБОРАТОРНЫХ ЖИВОТНЫХ

При замораживании преимплантационных
эмбрионов и гамет различных видов лаборатор�
ных животных могут возникать всевозможные
трудности. Наиболее полно и надежно процедуры
связанные с криоконсервацией эмбрионов и га�
мет, а также последующим получением живых по�
томков отработаны на мышах (Landel, 2005; Mazur
et al., 2008; Agca et al., 2012). С некоторыми моди�
фикациями, эти протоколы позволяют криокон�
сервировать преимплантационные эмбрионы и
других видов лабораторных грызунов, таких, как
крысы (Mazur et al., 2008; Agca et al., 2012).

При попытках создания криобанков других
представителей животного царства, не относя�
щихся к классу млекопитающих, возникают ино�
гда более серьезные проблемы. Как уже говори�
лось выше, данио�рерио являются, в настоящее
время, одним из самых популярных лаборатор�
ных объектов востребованных для генетических и
биомедицинских исследований. Между тем, ни
эмбрионы ни яйцеклетки рыб, в настоящее вре�
мя, пока не удается криоконсервировать из�за их
большого размера, высокого содержания липи�
дов, плохой проницаемости мембран и высокой
чувствительности к охлаждению (Zhang et al.,
1993; Hagedorn et al., 1996; Robles et al., 2009). 

Делаются попытки обойти проблему путем за�
мораживания фолликулов яичников данио�рерио
и осуществляя дозревание этих фолликулов in vitro;
получены первые обнадеживающие результаты
(Tsai et al., 2009; 2010). Интересный и оригиналь�
ный подход к замораживаию эмбрионов данио�
рерио был предложен группой американских ис�
следователей. Они ввели в эмбрионы мРНК аква�
порина�3, который является водным каналом.
При этом удалось существенно повысить прони�
цаемость мембран эмбрионов этого вида рыб
(Hagedorn et al., 2002). Тем не менее, окончатель�
ной цели – успешной криоконсервации эмбрио�
нов или яйцеклеток данио�рерио достичь пока не
удалось.

Трупный червь (Caenorhabditis elegans) в по�
следние десятилетия широко используется для
исследований в различных областях биологии, в
связи с чем появилась потребность в разработке
способа криоконсервации этого вида. В конце
концов, удалось успешно заморозить взрослых
особей, которые являются многоклеточными ор�
ганизмами, состоящими из сотен клеток и обла�
дающими нервной системой (Hayashi et al., 2013).
Это, на наш взгляд, является существенным до�
стижением, поскольку, чем больше и сложнее
объект, тем более проблематичней осуществить
его успешную криоконсервацию (Mazur, 1970;
1990).
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Если сравнивать медленное замораживание и
витрификацию, то каждый из этих подходов име�
ет свои сильные и слабые стороны. Одним из
плюсов витрификации является то, что при дан�
ном способе не происходит образования кристал�
лического льда (ни внутри, ни вне клеток), а это в
свою очередь устраняет основную причину по�
вреждений в результате замораживания. В связи с
этим обстоятельством, витрификация становится
все более популярной, особенно в тех случаях, ко�
гда эмбрионы в силу тех или иных причин плохо
переносят традиционное программное замора�
живание (Saragusty, Arav, 2011). Как отмечалось в
предыдущих разделах данного обзора, к приори�
тетным лабораторным животным, на которые на�
целена программа создания криобанков, кроме
мышей и крыс, относятся свиньи, кошки и соба�
ки (Mazur et al., 2008; Agca, 2012). У свиней (Do�
brinsky, 2001) и у всех представителей отряда хищ�
ных, включая кошек и собак (Amstislavsky et al.,
2012), в эмбрионах содержится большое число
липидных гранул чувствительных к охлаждению.
Для облегчения процедуры замораживания эм�
брионов этих видов чаще всего применяют вит�
рификацию, иногда в сочетании с другими спе�
циальными приемами, такими, как делипидиза�
ция (Men et al., 2011; Nakano et al., 2011; Galiguis
et al., 2014).

Однако витрификация также имеет и свои не�
гативные стороны. Так, например, практически
все эффективные протоколы витрификации под�
разумевают открытое взаимодействие витрифи�
цируемого образца и жидкого азота (Saragusty,
Arav, 2011), при этом возможна контаминация об�
разца через жидкий азот (Vajta, 2009). Более суще�
ственным недостатком витрификации является
то, что сохраняемые образцы требуют жесткого
контроля температурного режима хранения и
специального режима оттаивания (Landel, 2005;
Vajta, 2009). При колебании температуры в храни�
лище или недостаточно быстром оттаивании мо�
жет произойти летальная девитрификация образца
(Mazur, 1990). Следует отметить, что мониторингу
условий криогенного хранения биологического
материала в криобанке и компьютерного учета ба�
зы данных уделяется большое внимание и некото�
рые отечественные криобанки уже оснащены та�
кими системами (Иволгин и др., 2013).

В заключение хотелось отметить, что за те де�
сятилетия, которые прошли с момента первого
успешного замораживания эмбрионов мышей
(Whittingham et al., 1972) и организации первых
криобанков (Mobraaten, 1986) удалось достигнуть
огромного прогресса (Mazur et al., 2008; Agca,
2012). Однако и в наши дни перед криобиологами
и специалистами по созданию криобанка лабора�
торных животных встает немало проблем, осо�
бенно, если работать приходится не с мышами, а

другими видами. Мультидисциплинарный под�
ход, когда биологи объединяют усилия с физика�
ми и представителями других наук позволяют бо�
лее успешно решать эти проблемы как в плане
практических приложений, так и в плане фунда�
ментальных криобиологических исследований.
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