
«Клеточная инженерия» 
 

Курс лекций кафедры фундаментальной медицины и биологии ВолгГМУ 

для студентов медико-биологического факультета 

1 

Тема лекции: 
 

«Криоконсервация клеточных культур. Проблемы 

и задачи криобиологии. Спорность крионики». 
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При глубоком охлаждении: 

• Денатурация белков 
(холодовая и химическая) 

На уровне 
молекул 

• Разрыв мембран 
На уровне 

клеток 

• Повреждение 
межклеточного матрикса 

• Микро- и макротрещины 

На уровне 
тканей 
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Строение клеточной мембраны 
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Фазовый переход в мембране 



Криоконсервация. 

Криоконсервация- замораживание при сверхнизких 
температурах.  
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Обычно его проводят в жидком азоте, при температуре 
-196oC.  
При этом существуют определенные требования, 
которые следует выполнить до того, как клеточная 
линия будет подготовлена для криоконсервации  



Требования к культуре перед замораживанием 
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Приобретение Конечная клеточная линия Замораживание при ранних пассажах 

(<5 субкультур) 

Постоянная клеточная линия Клонирование, селекция, и 

характеристика; амплификация. 

Стандартизация Среда Выбор оптимальной среды, и твердо 

придерживаться этой среды). 

Сыворотка (если используется) Выбор партии для использования на 

всех стадиях 

Субстрат Стандартизируют по одному типу и 

поставщику, хотя необязательно по 

размеру для конфигурации. 

Валидация Происхождение Записи деталей происхождения, истории 

жизни и свойств. 

Аутентификация Проверка характеристик клеточной 

линии в сравнении с источником и 

происхождением 

Трансформация Определение трансформированного 

состояния 

Контаминация Микробиологическое исследование 



Оптимальное замораживание клеток для сохранения максимальной 
жизнеспособности при восстановлении после размораживания зависит от 
минимизации образования внутриклеточных кристаллов льда, а также 
предотвращения образования очагов высокой концентрации солей, возникающих 
при замораживании внутриклеточной воды. Это достигается путем: 
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медленного замораживания, так чтобы позволить воде покинуть клетку, но 

не настолько медленно, чтобы спровоцировать рост ледяных кристаллов;  

использования гидрофильных криопротекторов для уменьшения содержания 

воды;  

хранения клеток при самой низкой температуре, какую только возможно 

достигнуть, для того чтобы минимизировать действие высокой концентрации 

солей на денатурацию белков в мицеллах внутри льда;  

быстрого размораживания для того, чтобы минимизировать рост кристаллов 

льда и появление градиента солей, образующегося в процессе таяния 

остаточного внутриклеточного льда.  



Среда для замораживания 
8 

DMSO должен быть бесцветным, его следует хранить в стеклянном или 

пропиленовом флаконе, поскольку он является сильным растворителем и 

выщелачивает примеси из резины и некоторых пластмасс.  

Глицерин должен быть не старее одного года, при более продолжительном 

хранении он может стать токсичным.  
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Механизм действия криопротектора 



Скорость охлаждения 
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Большинство культивированных клеток лучше выживают, если 
они охлаждаются со скоростью 1°С/мин. Возможно, эта скорость 
является компромиссом между быстрым замораживанием, 
мимимизирующим рост кристаллов, и медленный 
охлаждением, способствующим миграции воды из клеток.  

Вид кривой охлаждения определяется:  
1. температурой окружающей среды;  
2. наличием изоляционного материала вокруг клеток, включая 

ампулу; 
3. специфической теплоемкостью и объемом содержимого 

ампулы; 
4. поглощением теплоты фазового перехода. 
 



Кривая замораживания 
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Программируемый замораживатель 
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Если выживаемость клеток низкая, можно изменить среднюю скорость 

замораживания, используя программируемый замораживатель с зондом, 

определяющим температуру в ампуле, и с добавлением жидкого азота в 

морозильную камеру с необходимой частотой, чтобы обеспечить 

предварительно определенную скорость охлаждения и быстрое охлаждение 

после достижения эвтектической точки. Различные темпы охлаждения в 

разных фазах кривой охлаждения, экспериментально оптимизированные 

для конкретных клеток, могут быть запрограммированы путем внесения 

соответствующих изменений в кривую. Таким образом, программируемые 

замораживатели позволяют проводить полный контроль процесса 

замораживания образца, 

осуществляя программируемое, 

контролируемое, 

протоколируемое и серийно 

воспроизводимое охлаждение 

до заданной температуры в 

парах жидкого азоте.  
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Научные достижения 
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Научные достижения 
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Научные достижения 
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Крионика 

В 1962 Роберт Эттингер выпустил книгу «Перспективы бессмертия» (The Prospect Of 

Immortality), которая привлекла внимание общественности и послужила началом 

формирования крионического движения.  

В 1968 было создано Крионическое общество Мичигана, в наши дни известное как 

Имморталистическое общество (Immortals Society).  

В 1972 написал книгу «Man Into Superman». В 1976 участвовал в создании Института 

Крионики. Возглавлял оба общества до 2003 года 
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Цель крионики 

Крионика - это область научно-практической деятельности, которая 
интегрирует в себя криобиологию, криогенную инженерию и 
практику клинической медицины с целью разработки и применения 
криостаза .  
Криостазом называют консервацию людей путем их 
замораживания до ультранизких (криогенных) температур.  
 

Перенос терминальных (обреченных на смерть) пациентов в тот 
момент в будущем, когда будет доступна технология для 
репарации клеток/тканей и будет возможно восстановление 
всех функций организма и здоровья в целом. Такой технологией, 
по всей вероятности, будет нанотехнология и, в частности, 
разработанные в ее рамках молекулярные роботы.  
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Этапы крионического процесса 

1. Подготовительный (прижизненный) 

2. Подготовительный (посмертный) 

3. Замораживание 

4. Хранение 

5. Восстановление 
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Посмертная подготовка 

1. Охлаждение 

2.Введение гепарина, тромболитиков, 
антиоксидантов, мембранопротекторов, 
ингибиторов апоптоза, хелаторов, 
антибиотиков и др 

3. Перфузия раствором криопротектора 
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Повреждения на этапах 2-4 

1. Разрушение нейронов вследствии 
аутолиза, апоптоза и др 

2. Осмотический шок 

3. Токсичность криопротектора 

4. Холодовая денатурация белков 

5. Повреждения кристаллами льда 
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Аспекты крионики 

 
 

Филосовский 

Этический 

Правовой Финансовый  

Технический 

Религиозный  

Естественнонаучный 


