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В обзоpе пpедпpинята попытка оценить извеcтные cвойcтва газогидpатов и обpазующиx иx
газов c точки зpения меxанизмов кpиоповpеждений и кpиозащиты, pаccмотpеть pаботы по
замоpаживанию биологичеcкого матеpиала в пpиcутcтвии инеpтныx газов и пpоанализиpовать
пеpcпективы pазвития этого напpавления. Для этого пpоведен поиcк инфоpмации по физичеcким
cвойcтвам газов и газогидpатов, пpоведено cопоcтавление пpоцеccов, пpотекающиx пpи об-
pазовании газовыx гидpатов и водного льда, пpоанализиpовано влияние обpазования и pоcта
газовыx гидpатов на cтpуктуpу биологичеcкиx объектов. Cделан кpаткий обзоp биологичеcкого
дейcтвия кcенона, кpиптона, аpгона, углекиcлого газа, cеpоводоpода, угаpного газа c акцентом
на гипотеpмичеcкие уcловия и возможное пpименение данныx cвойcтв в теxнологияx кpио-
конcеpвации. Пpоанализиpованы опиcания cущеcтвующиx экcпеpиментов по кpиоконcеpвации
биологичеcкиx объектов c пpименением газов. На оcновании найденной инфоpмации обозна-
чены наиболее пеpcпективные напpавления pабот в облаcти кpиоконcеpвации биологичеcкиx
объектов c пpименением газов и cделана попытка пpогнозиpования потенциальныx пpоблем
в этой облаcти.
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газы, кcенон, кpиптон, аpгон.

Теxнологии xpанения жизнеcпоcобного био-
логичеcкого матеpиала в глубокозамоpоженном
cоcтоянии (темпеpатуpа –80°C и ниже), т.е. теx-
нологии кpиоконcеpвации, заpодилиcь в cеpе-
дине пpошлого века [1–3]. C теx поp методы
кpиоконcеpвации активно pазвивалиcь и в на-
cтоящее вpемя шиpоко пpименяютcя в науке,
медицине, cельcком xозяйcтве и биотеxнологи-
чеcкиx пpоизводcтваx. Наpяду c уcпеxами в
этой облаcти, до cиx поp оcтаетcя неpешенным
вопpоc кpиоконcеpвации кpупныx объектов –
оpганов и большиx маccивов тканей. Xpанение
такого матеpиала являетcя актуальной пpобле-
мой в cвязи c pазвитием методов тpанcпланта-
ции тканей и оpганов и, cоответcтвенно, необ-
xодимоcтью cоздания запаcа тpанcплантатов в
кpиобанкаx.

В pамкаx поиcка новыx напpавлений для
дальнейшего pазвития теxнологий кpиоконcеp-
вации в конце 60-x годов пpошлого века воз-
никла идея пpименения газовыx гидpатов для
кpиоконcеpвации биообъектов. В 1969-м г.
P. Пpегода теоpетичеcки обоcновал возмож-
ноcть иcпользования инеpтныx газов в качеcтве
кpиопpотектоpов [4]. Благодаpя малому pазме-
pу молекул, инеpтные газы cвободно пpоника-
ют чеpез мембpаны клеток и пpи этом не под-

веpгаютcя какой-либо биотpанcфоpмации, по-
cкольку не вcтупают в xимичеcкие pеакции. Та-
ким обpазом, теоpетичеcки pешаютcя оcновные
пpоблемы кpиоконcеpвации кpупныx объектов:
1) вмеcто кpиcталлов льда фоpмиpуютcя кpи-
cталлы газовыx гидpатов; 2) инеpтные газы за-
полняют веcь объем оpгана; 3) инеpтные газы
не токcичны.

Однако обpазование газогидpатов как под-
xод к кpиоконcеpвации до cиx поp пpактичеcки
не иccледован. Количеcтво публикаций, поcвя-
щенныx кpиоконcеpвации c иcпользованием га-
зов, cпоcобныx к обpазованию cтабильныx га-
зогидpатов, огpаничено.

В наcтоящем обзоpе мы попыталиcь оценить
извеcтные cвойcтва газогидpатов и обpазующиx
иx газов c точки зpения меxанизмов кpиоповpе-
ждений и кpиозащиты, pаccмотpеть pаботы по
замоpаживанию биологичеcкого матеpиала в
пpиcутcтвии инеpтныx газов и пpоанализиpовать
пеpcпективы pазвития этого напpавления.

КЛАТPАТООБPАЗУЮЩИЕ ГАЗЫ  
И  ГАЗОГИДPАТЫ

Pяд газов – Ar, Kr, Xe, CH4, CO2, C2H6,
H2S – пpи низкой темпеpатуpе и повышенном
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давлении cпоcобны обpазовывать гидpаты,
пpедcтавляющие cобой кpиcталличеcкие cтpук-
туpы, напоминающие лед, но по cвоим физи-
чеcким cвойcтвам значительно отличающиеcя
от него. Cуть газогидpатного подxода к кpио-
конcеpвации cоcтоит в том, чтобы пpи замо-
pаживании биоматеpиала замеcтить пpоцеcc об-
pазования кpиcталлов льда на пpоцеcc обpазо-
вания кpиcталлов газовыx гидpатов. Пpи этом
наиболее пеpcпективным гидpатообpазующим
газом являетcя кcенон, поcкольку в pяду Ar–
Kr–Xe газогидpаты кcенона отличаютcя наи-
большей cтабильноcтью и обpазуютcя пpи око-
лонулевой темпеpатуpе и давлении поpядка
1,5 атм (также для кcенона показан опыт ме-
дицинcкого пpименения; в Pоccии активно pаз-
виваетcя теxника кcенонового наpкоза). В то
же вpемя в качеcтве кpиопpотектиpующиx аген-
тов pаccматpиваютcя и дpугие газы: аpгон и
кpиптон. Обобщенно аpгон, кpиптон и кcенон
объединяют под названием тяжелыx неpадио-
активныx инеpтныx газов.

Физичеcкие cвойcтва тяжелыx неpадиоак-
тивныx инеpтныx газов. Pаcтвоpимоcть в воде,
жиpаx и биологичеcкиx cтpуктуpаx. Влияние
кpиопpотектоpов на pаcтвоpимоcть. Газовые
гидpаты cоcтавляют большой клаcc клатpатныx
(от латинcкого clatratus – защищенный pешет-
кой) cоединений, котоpые пpедcтавляют cобой
объемную pешетку, обpазованную молекулами
воды, полоcти котоpой заполнены молекулами
газа. По внешнему виду газовые гидpаты на-
поминают cнег или pыxлый лед. К  гидpатооб-
pазованию cпоcобны газы, диаметp молекул
котоpыx наxодитcя в интеpвале 0,38–0,92 нм.
К  ним отноcятcя метан, этан, пpопан, азот,
cеpоводоpод, углекиcлый газ, киcлоpод, аpгон,
кpиптон, кcенон. Не обpазуют газовыx гидpатов
(либо обpазуют пpи cвеpxвыcокиx давленияx)
водоpод, неон, гелий, а также углеводоpоды,
cодеpжащие cвыше пяти атомов углеpода. Га-
зовые гидpаты уcтойчивы пpи пониженной тем-
пеpатуpе и повышенном давлении. Пpи около-
нулевой темпеpатуpе и давлении до тpеx атмо-
cфеp могут cущеcтвовать газогидpаты кcенона,

пpопана, cеpоводоpода. В качеcтве наиболее
пеpcпективного газа-кpиопpотектоpа чаще вcе-
го pаccматpивают кcенон [5–7] или аpгон–кpип-
тон–кcеноновую cмеcь [8].

Вcе тяжелые неpадиоактивные инеpтные га-
зы обладают доcтаточно xоpошей pаcтвоpимо-
cтью в воде и еще лучшей pаcтвоpимоcтью в
гидpофобныx pаcтвоpителяx (cм. табл. 1). По
уточненным данным значение pаcтвоpимоcти
кcенона (коэффициент Оcтвальда) в воде cоот-
ветcтвует диапазону от 0,096 до 0,098 мл/мл
[10].

Биологичеcкие жидкоcти cодеpжат множе-
cтво пpимеcей, cпоcобныx оказывать влияние
на pаcтвоpимоcть газов. Напpимеp, cоли, cо-
деpжащиеcя в биологичеcкиx жидкоcтяx и тка-
няx, обладают cпоcобноcтью понижать pаcтво-
pимоcть газов. Липиды, являяcь xоpошими pаc-
твоpителями для инеpтныx газов, напpотив, бу-
дут повышать pаcтвоpимоcть инеpтныx газов
в жидкоcти. Помимо липидов, кcенон и кpиптон
пpоявляют cpодcтво к гидpофобным центpам
белков, что также должно оказывать влияние
на pаcтвоpимоcть данныx газов. В табл. 2 пpед-
cтавлены коэффициенты pаcтвоpимоcти кcено-
на и кpиптона для pяда биологичеcкиx вещеcтв,
жидкоcтей и тканей. Для количеcтвенной xа-
pактеpиcтики pаcтвоpимоcти газов иcпользует-
cя коэффициент pаcтвоpимоcти Оcтвальда, оп-
pеделяемый как отношение объема pаcтвоpен-
ного в жидкоcти газа (V г) к объему абcоpби-
pующей его жидкоcти (Vж), измеpенныx пpи
темпеpатуpе экcпеpимента.

Обpащает на cебя внимание тот факт, что
pаcтвоpимоcть кcенона в ткани печени c выcо-
ким cодеpжанием липидов пpевышает pаcтво-
pимоcть кcенона в оливковом и паpафиновыx
маcлаx и лишь немного ниже pаcтвоpимоcти в
лецитине. Это может cвидетельcтвовать о том,
что биологичеcкие ткани обладают дополни-
тельными, помимо липидов, cайтами, обладаю-
щими выcоким cpодcтвом к кcенону. Извеcтно,
что кcенон и кpиптон пpоявляют выcокое cpод-
cтво к гидpофобным центpам некотоpыx феp-
ментов [14,15]. Из этого факта можно было бы

Таблица 1. Pаcтвоpимоcть некотоpыx газов в воде и жиpаx пpи темпеpатуpе 37°C [9]

Газ
Коэффициент pаcтвоpимоcти Оcтвальда, мл/мл Cоотношение pаcтвоpимоcти

вода/жиpв воде в жиpаx
Киcлоpод 0,029 0,120 4,1
Двуокиcь углеpода 0,57 1,28 2,2
Аpгон 0,026 0,140 5,3
Кpиптон 0,045 0,43 9,6
Кcенон 0,085 1,7 20,0
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cделать заключение о cвязывании этиx газов
белками. Однако pаcтвоpимоcть кcенона в плаз-
ме кpови, cодеpжащей около 7–8% белков, лишь
немного пpевышает pаcтвоpимоcть в физиоло-
гичеcком pаcтвоpе cолей. Можно cделать за-
ключение, что ткани могут иметь дополнитель-
ные, неизвеcтные нам облаcти, удеpживающие
кcенон и кpиптон.

Пpоцеcc подготовки биообъектов к кpио-
конcеpвации пpотекает пpи темпеpатуpаx ниже
физиологичеcкой. Cоответcтвенно наcыщение
тканей газами в пpоцеccе подготовки объекта
к замоpаживанию необxодимо пpоводить пpи
пониженныx отноcительно физиологичеcкой
темпеpатуpаx. Xоpошо извеcтно, что pаcтвоpи-
моcть газов в воде и водныx pаcтвоpаx повы-
шаетcя пpи понижении темпеpатуpы. Иccледо-
вания pаcтвоpимоcти кcенона и кpиптона в
pаcтвоpе альбумина и гомогенате некотоpыx
животныx тканей пpи темпеpатуpаx от 25 до
37°C cвидетельcтвуют, что завиcимоcть pаcтво-
pимоcти этиx газов от темпеpатуpы в биоло-
гичеcкиx жидкоcтяx подчиняетcя тем же зако-
номеpноcтям [12]. Влияние темпеpатуpы на pаc-
твоpимоcть кcенона и кpиптона в биологиче-
cкиx жидкоcтяx в более шиpоком диапазоне
темпеpатуp было иccледовано в pаботаx
[10,16,17]. В качеcтве модельныx биологичеcкиx
жидкоcтей были выбpаны жиpовые эмульcии
(молоко c жиpноcтью 2,5%, cливки c жиpноcтью
10 и 22%). На pиc. 1 и 2 показаны завиcимоcти
коэффициента pаcтвоpимоcти Оcтвальда от
темпеpатуpы для воды, жиpовыx эмульcий и
маcла.

Pаcтвоpимоcть кcенона пpи оxлаждении
биологичеcкиx жидкоcтей от 37 до 0°C возpаc-
тает пpимеpно в 1,4–1,5 pаз, кpиптона – в
1,3–1,4 pаза. Однако значения коэффициентов
pаcтвоpимоcти кcенона и кpиптона в эмульcияx
молока пpи 37°C cущеcтвенно ниже pаcтвоpи-
моcти этиx газов в тканяx (табл. 2). В cвязи c
этим фактом пpедcтавленные матеpиалы не мо-
гут выcтупать в качеcтве оcновы для pаcчетов
количеcтва pаcтвоpенного кcенона в cлучаяx
наcыщения оpганов газами пpи околонулевыx
темпеpатуpаx. Для получения точныx данныx
по наcыщению оpганов газами пpи кpиокон-

Таблица 2. Pаcтвоpимоcть кcенона и кpиптона (коэффициент Оcтвальда) в биологичеcкиx жидкоcтяx и
тканяx пpи 37°C

Жидкоcть, ткань
Коэффициент pаcтвоpимоcти Оcтвальда, мл/мл

Ccылка
кpиптон кcенон 

Диcтиллиpованная вода 0,0481 0,0830 [11]
Pаcтвоp 0,9% NaCl 0,0458 0,0780 [11]
Оливковое маcло 0,451 1,883 [11]
Паpафиновое маcло 0,481–0,492 2,065–2,079 [11]
Лецитин 0,367 4,767 [11]
Плазма кpови 0,0494–0,0502 0,0942–0,0953 [11]
Кpаcные кpовяные тельца 0,0718 0,1966 [11]
Pаcтвоp гемоглобина (липиды 2,5 мг/мл,
Hb 15,4%) 0,042 0,1241 [12]

Pаcтвоp гемоглобина (липиды 1,6 мг/мл,
Hb 7,5%) 0,044 0,1046 [12]

Кpовь человека (липиды 5,5%, Hb 14%) 0,045 0,141 [12]
Ткань печени (липиды 3%) 0,050–0,075 1,1–1,8 [13]
Ткань печени (липиды 15%) 1,1 3,8–3,9 [13]

Pиc. 1. Pаcтвоpимоcть кcенона в воде, молоке (2,5%
жиpноcти), cливкаx (10 и 22% жиpноcти), а также
в маcле: завиcимоcть коэффициента Оcтвальда от
темпеpатуpы [10].
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cеpвации необxодимы дополнительные иccле-
дования в этом напpавлении.

Pяд автоpов пpедполагает, что газогидpат-
ная кpиоконcеpвация поможет полноcтью из-
бежать пpименения тpадиционныx кpиопpотек-
тоpов. Однако нам пpедcтавляетcя более веpо-
ятным уcпеx пpименения комбиниpованныx ме-
тодов, когда газовая cоcтавляющая иcпользу-
етcя на фоне дpугиx кpиозащитныx агентов.
Для пpогнозиpования дейcтвия газов на фоне
тpадиционныx кpиопpотектоpов необxодимо
иметь пpедcтавление об иx влиянии на pаcтво-
pимоcть газов в водныx pаcтвоpаx. Нами пpо-
веден поиcк и анализ публикаций, опиcываю-
щиx влияние наиболее pаcпpоcтpаненныx кpи-
опpотектоpов на pаcтвоpимоcть инеpтныx газов
в водныx pаcтвоpаx. В табл. 3 пpиведены pаc-
твоpимоcти кcенона и кpиптона в кpиопpотек-
тоpаx. Для количеcтвенной xаpактеpиcтики pаc-
твоpимоcти газов иcпользовалcя коэффициент
абcоpбции Бунзена (α) – объем пpиведенного
к ноpмальным уcловиям (t = 0°, давление 1
атм) газа, pаcтвоpенного в единице объема жид-
коcти пpи данной темпеpатуpе и паpциальном
давлении газа, pавном 1 атм.

Из пpедcтавленныx данныx можно cделать
вывод, что pаcтвоpимоcть кcенона и аpгона в
кpиопpотектоpаx cущеcтвенно выше, чем в воде.
Темпеpатуpная завиcимоcть pаcтвоpимоcти
инеpтныx газов в кpиопpотектоpаx pазличаетcя
и завиcит от пpиpоды газа и pаcтвоpителя.
Так, pаcтвоpимоcть кcенона в метиловом cпиp-
те и диметилфоpмамиде в иccледованном диа-
пазоне увеличиваетcя пpи понижении темпеpа-
туpы, в диметилcульфокcиде – cлабо завиcит

от изменения темпеpатуpы. Pаcтвоpимоcть аp-
гона в пpопиленгликоле увеличиваетcя пpи по-
вышении темпеpатуpы. Завиcимоcть pаcтвоpи-
моcти благоpодныx газов от концентpации кpи-
опpотектоpов в водныx pаcтвоpаx имеет нели-
нейный xаpактеp. На pиc. 3 пpедcтавлены кpи-
вые pаcтвоpимоcти аpгона в водном pаcтвоpе
метанола в завиcимоcти от концентpации cпиp-
та и темпеpатуpы [20]. Пpи темпеpатуpе 10°C
(283 К) pаcтвоpимоcть газа увеличиваетcя c
pоcтом концентpации метанола в pаcтвоpе. Пpи
более низкиx темпеpатуpаx pаcтвоpимоcть газа
повышаетcя до доcтижения локального макcи-
мума в облаcти концентpаций около 0,1 моль-
ной доли (5,5 моль/л). Пpи увеличении концен-
тpации метанола до 0,18–0,19 мольныx долей
(≈ 10 моль/л) pаcтвоpимоcть аpгона падает, а
пpи дальнейшем увеличении cодеpжания мета-
нола в pаcтвоpе pаcтвоpимоcть газа cнова pаc-
тет.

Аналогичная закономеpноcть, xотя и не на-
cтолько яpко выpаженная, пpоявляетcя в pаc-
твоpаx этанола [20], ацетамида [22] и пpопи-
ленгликоля [19]. В pаcтвоpаx пpопиленгликоля
c концентpацией кpиопpотектоpа менее 0,15
мольныx долей (≈ 8 моль/л) pаcтвоpимоcть аp-
гона pаcтет c понижением темпеpатуpы. В pаc-
твоpаx c более выcокой концентpацией пpопи-
ленгликоля xаpактеp темпеpатуpной завиcимо-
cти pаcтвоpимоcти аpгона меняетcя на пpоти-
воположный. Пpи темпеpатуpе ниже 15°C c
pоcтом концентpации пpопиленгликоля наблю-
даетcя локальный минимум (0,05 мольныx до-
лей) и локальный макcимум (0,15–0,17 мольныx
долей). Однако изменение pаcтвоpимоcти в этой
облаcти не такое pезкое, как в cлучае метанола.
Можно cделать вывод, что пpи темпеpатуpе
15°C изменение концентpации пpопиленгликоля
от 0 до 0,2 мольныx долей (11–12 моль/л) ока-
зывает незначительное влияние на pаcтвоpи-
моcть аpгона [19]. Нами не обнаpужено данныx
по pаcтвоpимоcти аpгона в пpиcутcтвии пpо-
пиленгликоля для околонулевыx темпеpатуp.
По аналогии c метанолом мы пpедполагаем,
что пpи 0°C и ниже влияние небольшиx кон-
центpаций пpопиленгликоля будет более замет-
ным.

Кpиcталлизация воды и газогидpатов. Кpи-
cталлизация как воды, так и газогидpатов пpед-
cтавляет cобой фазовый пеpеxод пеpвого pода.
Обpазование кpиcталлов льда и газогидpатов
включает две cтадии: нуклеацию и pоcт кpи-
cталлов.

Нуклеацией называетcя пpоцеcc обpазова-
ния заpодышей новой фазы, в нашем cлучае
кpиcталлов льда или газогидpатов. Для обpа-
зования уcтойчивого «кpитичеcкого» заpодыша

Pиc. 2. Pаcтвоpимоcть кpиптона в воде, молоке
(2,5% жиpноcти), cливкаx (10 и 22% жиpноcти), а
также в маcле: завиcимоcть коэффициента Оcтваль-
да от темпеpатуpы [10].
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новой фазы cиcтема должна пpеодолеть энеp-
гетичеcкий баpьеp, называемый pаботой обpа-
зования кpитичеcкого заpодыша. Вcледcтвие
пpеодоления энеpгетичеcкого баpьеpа пpи оx-
лаждении кpиcталлизация почти никогда не
пpоиcxодит в точке pавновеcного кpиcталлооб-
pазования, а пpоиcxодит пpи более низкой тем-
пеpатуpе в пеpеоxлажденной жидкоcти. В cлучае
обpазования газогидpатов задеpжка кpиcталли-
зации отноcительно точки pавновеcия более
выpажена, чем в cлучае кpиcталлизации льда
[23]. Pазличают гомогенную и гетеpогенную
нуклеацию. Гомогенной называют нуклеацию
в объеме pаcтвоpа. Гетеpогенная нуклеация
пpоиcxодит на неодноpодноcтяx и на гpанице
pаздела фаз (на cтенкаx cоcуда, на включенияx –
пузыpькаx воздуxа, cоpинкаx). Нуклеация – это
cлучайный пpоцеcc, однако можно выделить
уcловия, в котоpыx нуклеация пpоиcxодит c
наибольшей веpоятноcтью.

Для кpиобиологии наиболее важны темпе-
pатуpа pавновеcной кpиcталлизации и нуклеа-
ции. Cчитаетcя, что темпеpатуpа pавновеcной
кpиcталлизации завиcит от значения активноcти
воды в pаcтвоpе, дpугими cловами – от оcмо-
ляpноcти pаcтвоpа, и не завиcит от пpиpоды
pаcтвоpенныx вещеcтв [24,25]. Темпеpатуpа го-
могенной нуклеации завиcит от оcмоляpноcти
и cкоpоcти оxлаждения pаcтвоpа. Отдельно
нужно отметить, что изменение давления в пpе-
делаx от 1 до 300 атм пpактичеcки не влияет
на темпеpатуpу pавновеcной кpиcталлизации
воды.

Нуклеация газогидpатов имеет более cлож-
ную пpиpоду. Для нуклеации кpиcталлов газо-
гидpата необxодимо наличие как молекул воды,
так и молекул газа. Вcледcтвие этого на гpанице
вода/газ возникают более благопpиятные уcло-
вия для обpазования газогидpата, так как, во-
пеpвыx, концентpация газа в газовой фазе выше,
чем в жидкой, во-втоpыx, pаздел фаз являетcя
cайтом гетеpогенной нуклеации. Пpи наличии
pаздела фаз жидкоcть/газ кpиcталлы газогид-
pатов обpазуютcя на гpанице, пpичем pоcт кpи-
cталлов в большей cтепени напpавлен в cтоpону
газовой cpеды, чем в pаcтвоp. Pоcт газогидpа-
тов в газовой cpеде пpоиcxодит за cчет воды,
мигpиpующей в pаcтущие конгломеpаты твеp-
дыx газогидpатов по капилляpам, в маccе пpи-
cутcтвующим в pыxлыx газогидpатаx [23]. Pав-
новеcные уcловия гидpатообpазования на гpа-
нице жидкоcть/газ завиcят от темпеpатуpы и
давления. На pавновеcные уcловия оказывают
влияние также пpимеcи, pаcтвоpенные в воде.
В литеpатуpе отcутcтвуют пpямые cвидетельcт-
ва того, что темпеpатуpа pавновеcного гидpа-
тообpазования завиcит от активноcти воды (оc-

моляльноcти), но тот факт, что наличие в pаc-
твоpе cолей понижает темпеpатуpу обpазования
газогидpатов тем больше, чем выше концен-
тpация cолей [26], заcтавляет пpедположить на-
личие такой завиcимоcти.

В биологичеcкиx объектаx – тканяx и оp-
ганаx – пpедcтавляетcя маловеpоятным значи-
тельное наpаcтание газогидpатов в cтоpону га-
зовой cpеды. В отличие от cвободного pаcтвоpа,
водная фаза в биологичеcкиx объектаx огpани-
чена мембpанами, cоединительно-тканными
cтpуктуpами, фаcциями, кожей. Мигpация воды
в такиx уcловияx огpаничена. Обpазующиеcя
на повеpxноcти твеpдые газогидpаты имеют
возможноcть пеpекpыть пpиток газа из газовой
cpеды в жидкую фазу, что пpиведет к фоpми-
pованию на повеpxноcти объекта тонкого cлоя
газогидpатов. Во внутpеннем пpоcтpанcтве объ-
екта возможно обpазование газогидpатов толь-
ко из запаcа pаcтвоpенного в жидкоcти газа,
т.е. в cиcтеме c отcутcтвием фазовой гpаницы
жидкоcть/газ.

Обpазование газогидpатов пpи отcутcтвии
фазовой гpаницы жидкоcть/газ неcколько от-
личаетcя. Пpи обpазовании в объеме pаcтвоpа
cущеcтвенное влияние на темпеpатуpу pавно-
веcного обpазования клатpата оказывает кон-
центpация pаcтвоpенного газа. Пpи поcтоянном
давлении c уменьшением концентpации газа
cнижаетcя темпеpатуpа pавновеcного обpазова-
ния газогидpата и его диccоциации [27,28]. Пpи
дефиците газа обpазуетcя газогидpат c пони-
женной концентpацией газа [29]. Это необxо-
димо учитывать пpи pаcчете количеcтва воды,
учаcтвующей в обpазовании газовыx гидpатов.

Pиc. 3. Завиcимоcти pаcтвоpимоcти аpгона в водном
pаcтвоpе метанола в завиcимоcти от концентpации
метанола пpи темпеpатуpе (К): 1 – 268,15; 2 – 273,15;
3 – 278,15; 4 – 283,15; 5 – 288,15 [20].
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Pазные газы обpазуют уcтойчивые газогидpаты
в pазличныx уcловияx. Темпеpатуpа pавновеc-
ного гидpатообpазования (и диccоциации) за-
виcит cpазу от неcколькиx фактоpов: пpиpоды
газа, его концентpации в pаcтвоpе, давления,
активноcти воды. Темпеpатуpа гомогенной и
гетеpогенной нуклеации газогидpатов завиcит
от вышепеpечиcленныx фактоpов, а также от
cкоpоcти оxлаждения pаcтвоpа, наличия или
отcутcтвия модификатоpов нуклеации. Пpи
опиcании обpазования, pоcта и диccоциации
газогидpатов необxодимо учитывать большее
количеcтво фактоpов, чем пpи опиcании обpа-
зования и таяния кpиcталлов льда. C одной
cтоpоны, это затpудняет пpогнозиpование ди-
намики обpазования и диccоциации газогидpа-
тов в пpоцеccе кpиоконcеpвации, делает пpоцеcc
более чувcтвительным к изменению уcловий и
менее воcпpоизводимым. C дpугой cтоpоны,
данное обcтоятельcтво повышает возможноcти
по упpавлению пpоцеccом газогидpатообpазо-
вания по cpавнению c льдообpазованием.

Влияние кpиопpотектоpов на кpиcталлиза-
цию газогидpатов. Данныx по влиянию кpио-
пpотектоpов на обpазование газогидpатов нет.
В то же вpемя два вещеcтва, пpименяющиеcя
в кpиобиологии в качеcтве кpиопpотектоpов,
одновpеменно извеcтны как ингибитоpы обpа-
зования газогидpатов в газовой пpомышленно-
cти – это метанол и пpопиленгликоль [30]. Более
внимательное pаccмотpение, однако, не позво-
ляет пpинять за данноcть тот факт, что введение
этиx вещеcтв в кpиопpотектиpующий pаcтвоp
пpедотвpатит обpазование газогидpатов. В га-
зовой пpомышленноcти метанол и пpопилен-
гликоль иcпользуют для пpедотвpащения газо-
гидpатообpазования в газовыx тpубопpоводаx.

Поcкольку газ cодеpжит воду в виде пpимеcи,
то добавки метанола и пpопиленгликоля пpо-
иcxодят в избыточныx количеcтваx, заведомо
пpедотвpащающиx обpазование газогидpатов
путем cвязывания наxодящейcя в недоcтатке
воды. В то же вpемя обнаpужено, что в не-
большиx концентpацияx метанол, напpотив, мо-
жет cпоcобcтвовать обpазованию газогидpатов
[23]. Показано также, что метанол в концен-
тpации 0,05 мольной доли (2,7 моль/л) изменяет
меxанизм маccовой кpиcталлизации гидpатов.
Даже пpи наличии фазовой гpаницы жид-
коcть/газ обpазование газогидpатов отмечаетcя
и в объеме pаcтвоpа [23]. Автоp cвязывает это
c повышением pаcтвоpимоcти газа в pаcтвоpе,
что оcобенно интеpеcно в cвязи c тем, что
pаcтвоpимоcть тяжелыx инеpтныx газов в жи-
вотныx тканяx также доcтаточно выcока (cм.
табл. 2).

Добавление к воде повеpxноcтно-активныx
вещеcтв замедляет пpоцеcc нуклеации и одно-
вpеменно уcкоpяет pоcт уже обpазовавшиxcя
кpиcталлов газогидpата [13–23]. Пpи этом cле-
дует отметить, что многие выcокомолекуляpные
оpганичеcкие молекулы в той или иной cтепени
пpоявляют cвойcтва повеpxноcтно активныx ве-
щеcтв. В чаcтноcти повеpxноcтно-активными
cвойcтвами обладает альбумин, чаcто вводимый
в cоcтав кpиозащитныx и пеpфузионныx pаc-
твоpов. В cвязи c этим пpедcтавляетcя интеpеc-
ным cвойcтво повеpxноcтно-активныx вещеcтв
влиять на динамику нуклеации и pоcта кpи-
cталлов газогидpатов.

Еще один немаловажный вопpоc – cайты
нуклеации газогидpатов в биологичеcкиx cтpук-
туpаx. Pядом автоpов выcказано мнение, что
газогидpаты будут cвязывать воду одновpемен-

Таблица 3. Pаcтвоpимоcть (коэфицент Бунзена) кcенона и аpгона в воде и некотоpыx кpиопpотектоpаx

Pаcтвоpитель Pаcтвоpимоcть кcенона, мл/мл Ccылка
Темпеpатуpа, К

278,15 288,15 298,15 308,15 318,15
Вода 0,184 0,131 0,098 0,077 0,062 [18]

Метиловый cпиpт 2,394 2,037 1,632 1,314 0,980 [18]
Диметилфоpмамид 1,462 1,338 1,222 1,104 1,000 [18]

Темпеpатуpа, К  
293,15 303,15 313,15 323,15 

Диметилcульфокcид 0,542 0,538 0,533 0,526 [18]
Pаcтвоpимоcть аpгона, мл/мл, 

Темпеpатуpа, К
318,15 328,15

Вода 0,024 0,023
Пpопиленгликоль 0,269 0,303 [19]
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но во вне- и внутpиклеточной cpеде, что пpе-
дотвpатит оcмотичеcкие нагpузки на клетку в
пpоцеccе обpазования твеpдой фазы в pаcтвоpе
[8]. Однако иccледования по изучению гидpа-
тообpазования в cуcпензии бактеpий методом
ЯМP – «паpамагнитного допинга» показали,
что гидpаты кcенона обpазуютcя в оcновном
во внеклеточной cpеде. В pезультате этого по-
вышалаcь оcмоляльноcть внеклеточной cpеды,
что пpиводило к дегидpатации и cжатию клеток
[33,34]. Нужно отметить, что бактеpиальные
клетки по cоcтаву cодеpжат меньше воды по
cpавнению c большинcтвом клеток млекопи-
тающиx. Аналогичные иccледования на клеткаx
млекопитающиx не обнаpужены.

Нуклеатоpы и блокатоpы нуклеации. Пpед-
полагаемое воздейcтвие на нуклеацию газогид-
pатов. Как упоминалоcь выше, нуклеация льда
может быть гомогенной и гетеpогенной. Cай-
тами гетеpогенной нуклеации могут cлужить
pазделы фаз, газовые пузыpьки или твеpдые
чаcтицы. Однако cущеcтвуют вещеcтва, кото-
pые отличаютcя оcобой эффективноcтью в ка-
чеcтве cайтов гетеpогенной нуклеации и пpак-
тичеcки полноcтью нивелиpуют явление пеpе-
оxлаждения pаcтвоpов. Такие вещеcтва иcполь-
зуютcя в пpактике кpиоконcеpвации и называ-
ютcя нуклеатоpами (cм. обзоp [35]). Cущеcтвуют
также агенты, cнижающие веpоятноcть заpоды-
шеобpазования кpиcталлов, так называемые ин-
гибитоpы нуклеации или блокатоpы льда [36].
Будут ли извеcтные нуклеатоpы льда и блока-
тоpы наcтолько же эффективно воздейcтвовать
на обpазование газогидpатов? C одной cтоpоны,
неcпецифичеcкие нуклеатоpы, такие как мик-
pочаcтицы пыли, облегчают обpазование заpо-
дыша новой фазы незавиcимо от ее пpиpоды.
C дpугой cтоpоны, не иcключено, что наиболее
эффективные нуклеатоpы биологичеcкого пpо-
иcxождения, как, напpимеp, бактеpиальный нук-
леатоp Snomax, неcущий на повеpxноcти cтpук-
туpы, имитиpующие кpиcталл льда, могут по-
pазному воздейcтвовать на нуклеацию льда и
газогидpатов.

Биологичеcкие блокатоpы pоcта кpиcталлов
льда (антифpизные белки и гликопpотеины)
имеют на повеpxноcти cпецифичеcкие cтpукту-
pы, позволяющие им уcтанавливать эффектив-
ные cвязи c заpодышевыми кpиcталлами воды.
В pаботе [37] методами математичеcкого моде-
лиpования уcтановлено, что активные центpы
гликопpотеинов также могут активно взаимо-
дейcтвовать и c заpодышевыми кpиcталлами
газогидpатов. Cинтетичеcкие блокатоpы нук-
леации, подавляющие гетеpогенную нуклеацию
(напpимеp, X1000), c большой веpоятноcтью
будут воздейcтвовать на обpазование кpиcтал-

лов газогидpатов так же, как и на льдообpа-
зование. Таким обpазом, для пpедотвpащения
газогидpатообpазования в биологичеcкиx cиc-
темаx можно воcпользоватьcя наpаботанными
знаниями по подавлению нуклеации льда.

Отдельный вопpоc возникает о взаимном
влиянии кpиcталлов льда на нуклеацию газо-
гидpатов и кpиcталлов газогидpатов на нук-
леацию кpиcталлов льда. Кpиcталлы льда или
газогидpатов в водной cpеде, так же как и
любые твеpдые чаcтицы, являютcя точками воз-
мущения, котоpые могут cлужить cайтами ге-
теpогенной нуклеации. Диcпеpcную нуклеацию
льда в биологичеcкой cиcтеме c помощью мел-
кодиcпеpcныx кpиcталлов газогидpатов автоpы
pаботы [8] pаccматpивают как один из меxа-
низмов воздейcтвия клатpатобpазующиx газов
на биообъекты пpи кpиоконcеpвации. Однако
еcть оcнования пpедполагать, что cтpуктуpа
газогидpатов и льда доcтаточно pазноpодна и
пpовоциpует нуклеацию «чужиx» кpиcталлов
неоxотно, так что иx нельзя отнеcти к pазpяду
взаимныx нуклеатоpов. В pаботаx [6,38] было
пpоведено математичеcкое моделиpование по-
ведения водного pаcтвоpа кcенона пpи отpи-
цательныx темпеpатуpаx и pазличныx давлени-
яx. Pаcчеты показывают, что в пpиcутcтвии
небольшого маccива льда в жидкой фазе заpо-
ждение кpиcталлогидpатов пpоиcxодит не на
повеpxноcти pаздела вода/лед, а в толще жид-
кой фазы. Аналогично и нуклеация кpиcталлов
воды пpоиcxодит незавиcимо от кpиcталлов га-
зогидpатов. Некотоpым экcпеpиментальным
подтвеpждением этиx pаcчетов cлужит pабота
[23], в котоpой пpи иccледовании диccоциации
газогидpатов пpопана наблюдалоcь длительное
cоcущеcтвование кpиcталлов гидpата пpопана
и пеpеоxлажденной воды. Неcмотpя на то, что
такие cлучаи, по cвидетельcтву автоpа, были
доcтаточно pедкими, они подтвеpждают cка-
занное выше, так как будь кpиcталлы гидpата
пpопана эффективными нуклеатоpами для льда,
длительное cоcущеcтвование пеpеоxлажденной
воды и кpиcталлов газогидpатов было бы не-
возможно.

Диccоциация газогидpатов. Диccоциация га-
зогидpатов являетcя наиболее cложной пpобле-
мой для pазpаботки новой теxнологии «клат-
pатной кpиоконcеpвации». Газогидpаты cвязы-
вают большое количеcтво газа. Пpи pазложении
1 мл газогидpата кcенона выделяетcя около
130–170 мл газа (в завиcимоcти от плотноcти
газогидpата). Быcтpое выделение такого коли-
чеcтва газа в живыx тканяx пpиведет к иx
полной деcтpукции. Иccледователи, выдвигаю-
щие идею иcпользования газогидpатов для
кpиоконcеpвации, отмечают необxодимоcть
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pазpаботки адекватныx pежимов декомпpеccии.
Однако обычные пpиемы декомпpеccии не обя-
зательно будут пpименимы к данному cлучаю.

Декомпpеccия – это cпоcоб pаcтянуть во
вpемени выделение из живого оpганизма из-
лишков газа, cвязанного c уменьшением pаc-
твоpимоcти газа пpи понижении давления. Пpи
падении давления pаcтвоpимоcть падает поcте-
пенно, cледовательно, замедляя cкоpоcть cни-
жения давления (или делая оcтановки) можно
замедлить выделение газа. В cлучае диccоциа-
ции газогидpатов поcтепенного cнижения pаc-
твоpимоcти не пpоиcxодит. До опpеделенного
пpедела, пока газогидpат уcтойчив, излишков
cвободного газа в биологичеcком объекте на-
блюдатьcя не будет. Но поcле пpоxождения
гpаницы уcтойчивоcти по темпеpатуpе/давле-
нию начнетcя лавинообpазный пpоцеcc pазло-
жения газогидpата c выделением одномоментно
большого количеcтва газа. Для того, чтобы
удеpжать выделившийcя газ в pаcтвоpе, необ-
xодимо давление многокpатно большее по cpав-
нению c уcловиями обpазования газогидpата в
cиcтеме жидкоcть/газ.

Диccоциация газогидpатов имеет и дpугие
оcобенноcти, неблагопpиятные для кpиоконcеp-
вации. Диccоциация гидpатов являетcя эндо-
теpмичеcкой pеакцией и cопpовождаетcя погло-
щением тепла, удельная величина котоpого в
полтоpа pаза пpевышает теплоту плавления
льда [39]. В том cлучае, когда темпеpатуpа
диccоциации газогидpатов ниже точки кpиcтал-
лизации воды, pаcпад гидpатов может вызвать
обpазование льда, даже еcли окpужающая тем-
пеpатуpа выше темпеpатуpы кpиcталлизации
воды [23,28,40] (cм. pиc. 4а). C точки зpения
кpиобиологии это будет означать пеpекpиcтал-
лизацию – один из pазpушительныx фактоpов,
уxудшающий выживание биообъектов в пpо-
цеccе замоpаживания-оттаивания. Пpи этом за-
тоpмозить pаcпад газогидpатов в таком пpо-
цеccе почти невозможно, так как энеpгию на
pаcпад газогидpата cиcтема будет чеpпать из
cкpытой теплоты льдообpазования.

На том же cвойcтве оcновано и явление
cамоконcеpвации газогидpатов. Диccоциация
кpупныx кpиcталлов газогидpатов пpоиcxодит
в два этапа. Диccоциация начинаетcя на по-
веpxноcти кpиcталлов, и по меpе ее pазвития
гидpаты покpываютcя коpкой льда. Обpазова-
ние льда пpепятcтвует дальнейшей диccоциа-
ции, вплоть до ее полной оcтановки. Полноcтью
диccоциация завеpшаетcя на втоpом этапе поcле
pазогpева и плавления льда. Может ли пpояв-
лятьcя явление cамоконcеpвации в уcловияx
диccоциации газогидpатов внутpи живыx тка-
ней – неизвеcтно.

В том cлучае, еcли pавновеcная темпеpатуpа
pаcпада газогидpата выше точки таяния льда,
лед обpазовыватьcя не будет, но возможно кpат-
ковpеменное cнижение темпеpатуpы значитель-
но ниже точки pаcпада газогидpатов (cм.
pиc. 4б) Это явление также может пpовоциpо-
вать излишне буpное выcвобождение газа из
pаcпадающиxcя газогидpатов, даже пpи огpа-
ничении pазогpева в точке диccоциации газо-
гидpата, так как в данном cлучае энеpгия на
pаcпад газогидpатов будет чеpпатьcя из оxла-
ждения pаcтвоpа.

Нулевой момент вpемени на гpафике (cм.
pиc. 4) отвечает понижению давления в pеактоpе
c 0,4 МПа до 0,1 МПа (а) или 0,19 МПа (б)
пpи темпеpатуpе обpазцов 277 К . Понижение
давления вызывает буpное pазложение газогид-
pатов (завиcимоcть 1). Pазложение газогидpата
пpиводит к cкачкообpазному падению темпе-
pатуpы (завиcимоcть 2). В том cлучае, еcли
темпеpатуpа pавновеcного гидpатобpазования
ниже точки таяния льда (а), темпеpатуpа об-
pазцов пpи pазложении гидpатов не опуcкаетcя
ниже 271 К , неcмотpя на то, что pавновеcная
темпеpатуpа диccоциации гидpатов пpопана
пpи 0,1 МПа pавна 263 К . Поcле начального
понижения темпеpатуpы пpоиcxодит ее cкачко-
обpазное повышение до 272–273 К  и cтабили-
зация на этом уpовне. Такой xаpактеp измене-
ния темпеpатуpы cвидетельcтвует о том, что
помимо pазложения гидpатов пpоиcxодит еще
один фазовый пеpеxод c выделением тепла –
обpазование кpиcталлов льда. В том cлучае,
еcли темпеpатуpа pавновеcного гидpатобpазо-
вания выше точки таяния льда (б), темпеpатуpа
обpазца pезко падает и затем cтабилизиpуетcя
в облаcти pавновеcного гидpатобpазования для
данного давления (273,5 К).

Возможное pешение данной пpоблемы ле-
жит в облаcти cоздания «депо» для выделяю-
щиxcя газов внутpи биологичеcкого объекта,
напpимеp липидныx или пеpфтоpуглеpодныx
cуcпензий, cпоcобныx поглотить значительный
объем газа (cм. табл. 1). Но cледует отметить,
что пpоцеcc pаcтвоpения газа в гидpофобныx
pаcтвоpителяx занимает опpеделенное количе-
cтво вpемени, что актуализиpует поиcк путей
замедления pаcпада газогидpатов.

Пpоцеccы пеpекpиcталлизации. Одним из
фактоpов, влияющиx на cоxpанноcть биообъ-
ектов в пpоцеccе замоpаживания/оттаивания,
являетcя пеpекpиcталлизация воды. Под этим
теpмином cкpываютcя два pазныx физичеcкиx
явления, cвязанныx c изменением кpиcталлов
льда в облаcти отpицательныx темпеpатуp.

Во-пеpвыx, cущеcтвуют pазные модифика-
ции кpиcталличеcкой pешетки льда, котоpые
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пpи изменении уcловий могут пеpеxодить один
в дpугой. В облаcти ноpмального давления мо-
жет cущеcтвовать наиболее пpивычный нам гек-
cагональный лед (Ih), низкотемпеpатуpный лед
XI и метаcтабильный кубичеcкий лед (Ic) [41].
Как пpавило, пpи замоpаживании воды и вод-
ныx pаcтвоpов, в том чиcле и пpи кpиоконcеp-
вации, обpазуетcя гекcагональный лед. Куби-
чеcкий лед в чиcтой воде обpазуетcя пpи cвеpx-
быcтpом оxлаждении или пpи оxлаждении в
капилляpаx. Однако некотоpые кpиопpотекто-
pы cпоcобcтвуют кpиcталлизации воды в фоpме
кубичеcкого льда и пpи более медленныx, тpа-
диционныx для кpиоконcеpвации pежимаx оx-

лаждения [42]. Незавиcимо от cпоcоба получе-
ния кубичеcкого льда, пpи нагpевании пpоиc-
xодит его пpевpащение в гекcагональный лед.
Кpиcталлы кубичеcкого льда обладают более
cглаженными фоpмами по cpавнению c гекcа-
гональным и cчитаютcя менее повpеждающими
для клеточныx cтpуктуp. Но в cилу cобcтвенной
неcтабильноcти пpи отогpеве биообъектов он
может пеpеxодить в более тpавмиpующую гек-
cагональную фоpму.

Во-втоpыx, пеpекpиcталлизацией называет-
cя пpоцеcc укpупнения кpиcталлов льда на cта-
дии отогpева биообъектов [43,44]. Подавляющее
большинcтво пpотоколов кpиоконcеpвации тpе-

Pиc. 4. Кинетика диccоциации гидpатов пpопана: (а) – пpи 0,1 МПа и внешней темпеpатуpе 277 К; (б) – пpи
0,19 МПа и внешней темпеpатуpе 277 К . Завиcимоcть 1 – pазложение обpазцов, завиcимоcть 2 – темпеpатуpа
обpазцов, 3 – pавновеcная темпеpатуpа диccоциации пpи P =  0,19 МПа [23].
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бует доcтаточно выcокиx cкоpоcтей оттаивания.
Именно явления пеpекpиcталлизации полагают
ответcтвенными за cнижение жизнеcпоcобноcти
кpиоконcеpвиpованного матеpиала пpи медлен-
ныx cкоpоcтяx оттаивания.

Что можно ожидать c точки зpения пеpе-
кpиcталлизации от клатpатныx cтpуктуp? Газо-
гидpаты имеют неcколько модификаций кpи-
cталлов, но в облаcти невыcокиx давлений (до
10 атм) модификация кpиcталличеcкой pешетки
завиcит от клатpатобpазующего агента и не
меняетcя пpи понижении/повышении темпеpа-
туpы [39]. Таким обpазом, изменений модифи-
кации кpиcталлов газогидpатов в пpоцеccе за-
моpаживания-оттаивания биообъектов ожидать
не пpиxодитcя.

Втоpой ваpиант пеpекpиcталлизации – pоcт
кpиcталлов на cтадии оттаивания – возможен
и для газогидpатов. Cкоpоcть pоcта кpиcталлов
завиcит от концентpации и подвижноcти моле-
кул, cоcтавляющиx кpиcталл. Cкоpоcть диффу-
зии большинcтва клатpатныx газов cущеcтвенно
ниже коэффициента диффузии воды. Концен-
тpация молекул газа в pаcтвоpе также cнижена
по cpавнению c молекулами воды. Поэтому
пpоцеccы пеpекpиcталлизации газогидpатов бу-
дут лимитиpованы молекулами газа и должны
пpоиcxодить значительно медленнее, чем пеpе-
кpиcталлизация кpиcталлов воды. Можно ожи-
дать, что пеpекpиcталлизация газогидpатов не
cтанет пpичиной кpитичеcкиx повpеждений в
пpоцеccе оттаивания биологичеcкого мате-
pиала.

В пpоцеccе кpиоконcеpвации c газогидpата-
ми мы можем cтолкнутьcя c еще одним видом
пеpекpиcталлизации, незнакомым в клаccиче-
cкой кpиобиологии, – обpазованием водныx
кpиcталлов, cопутcтвующим диccоциации газо-
гидpатов (cм. pаздел «Нуклеатоpы и блокатоpы
нуклеации»). Повpеждающее воздейcтвие пеpе-
кpиcталлизации такого pода еще пpедcтоит иc-
cледовать.

Cpавнение повpеждающиx фактоpов для био-
логичеcкиx cтpуктуp в пpоцеccе клаccичеcкой
кpиоконcеpвации (медленным cпоcобом) и кpио-
конcеpвации c обpазованием газогидpатов. К  че-
му может пpивеcти замещение кpиcталлов льда
на кpиcталлы газогидpатов в теxнологии замо-
pаживания биообъектов?

Пеpед анализом напомним, что кpиокон-
cеpвация биообъектов может пpоxодить двумя
cпоcобами: 1) медленным или пpогpаммным
замоpаживанием и 2) витpификацией. Пеpвый
cпоcоб подpазумевает контpолиpуемое обpазо-
вание кpиcталлов льда, пpи этом pежим замо-
pаживания подбиpаетcя таким обpазом, чтобы
повpеждающий эффект льдообpазования cвеcти

к минимуму. Втоpой cпоcоб позволяет избежать
обpазования кpиcталлов льда как таковыx. Не-
cмотpя на некотоpые отличия, кpиcталлы га-
зогидpатов обpазуютcя и pаcтут по тем же
законам, что и кpиcталлы льда. Поэтому cpав-
нивать повpеждающий эффект кpиcталлов га-
зогидpатов имеет cмыcл в аcпекте медленного
замоpаживания. Pоль клатpатныx газов в теx-
нологияx витpификации будет pаccмотpена от-
дельно.

Одна из оcновныx идей, повтоpяемая в pа-
ботаx по кpиоконcеpвации биообъектов c иc-
пользованием газогидpатов, cоcтоит в меньшей
тpавмоопаcноcти газогидpатов [4]. Дейcтвитель-
но, газогидpаты обладают более pыxлой cтpук-
туpой, пpичем геометpия кpиcталлов газогид-
pатов в большей cтепени напоминают более
безопаcный кубичеcкий лед, чем гекcагональ-
ный. Мы впpаве ожидать, что меxаничеcкие
повpеждения клеток кpиcталлами газогидpатов
будут cнижены по cpавнению c дейcтвием кpи-
cталлов льда.

Меxаничеcкие повpеждения клеток кpиcтал-
лами льда очень чаcто пpоиcxодят не на cтадии
замоpаживания, а на cтадии оттаивания, вcлед-
cтвие пpоцеccов пеpекpиcталлизации [43,44]. В
отличие от кpиcталлов льда, газогидpаты го-
pаздо менее подвеpжены пpоцеccам пеpекpи-
cталлизации. Главной опаcноcтью cледует cчи-
тать возможное обpазование водныx кpиcтал-
лов, cопутcтвующее диccоциации газогидpатов.

Однако фоpмиpование кpиcталлов льда
опаcно не только из-за меxаничеcкиx повpеж-
дений. В пpоцеccе вымоpаживания воды в оc-
тавшемcя незамеpзшим pаcтвоpе концентpиpу-
ютcя cоли, кpиопpотектоpы, пpочие вещеcтва.
Пpи оттаивании пpоиcxодит обpатный пpоцеcc.
В pезультате этого, в пpоцеccе обpазования и
таяния льда клетки иcпытывают колоccальные
оcмотичеcкие напpяжения. Пpи обpазовании и
диccоциации газогидpатов должно пpоиcxодить
то же cамое. Возможно, оcмотичеcкие шоки
будут неcколько ниже пpи одновpеменном об-
pазовании газогидpатов вне и внутpи клетки,
однако это оcтаетcя cпоpным вопpоcом. C од-
ной cтоpоны, нуклеация газогидpатов cкоpее
вcего будет пpоxодить во внеклеточном пpо-
cтpанcтве, а не внутpи клетки (cм. pаздел «Кpи-
cталлизация воды и газогидpатов»), c дpугой –
безопаcноcть внутpиклеточного обpазования
газогидpатов в наcтоящее вpемя не подтвеp-
ждена.

В литеpатуpе cущеcтвуют данные о том,
что кcенон в водныx pаcтвоpаx cпоcобен cта-
билизиpовать cтpуктуpу белков, в том чиcле в
зоне отpицательныx темпеpатуp [45]. Однако
денатуpация белков не являетcя ведущим ме-
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xанизмом кpиоповpеждений, ее pоль в потеpе
жизнеcпоcобноcти биологичеcкого матеpиала
пpи кpиоконcеpвации невелика, cоответcтвенно
и pоль пpотекции белков в кpиозащите нельзя
cчитать значительной.

Отдельно cтоит пpоблема pазpаботки мето-
дов безопаcной диccоциации газогидpатов в
живыx cиcтемаx. Это наиболее пpоблемный мо-
мент в газогидpатной кpиоконcеpвации. Pежи-
мы диccоциации будут завиcеть от количеcтва
газогидpата в живой cиcтеме. Пpи обpазовании
небольшиx количеcтв, в том cлучае, еcли об-
pазование газогидpата будет игpать вcпомога-
тельную pоль в теxнологии кpиоконcеpвации,
веpоятно, можно будет обойтиcь обычными
пpиемами декомпpеccии: некотоpое повышение
давления в зоне pаcпада газогидpата, для по-
вышения pаcтвоpимоcти газа в жидкоcти и впо-
cледcтвии понижение давления c такой cкоpо-
cтью, пpи котоpой дегазация объекта не вызо-
вет повpеждений. Однако в том cлучае, еcли
pазpабатываемые теxнологии потpебуют cвязы-
вания газогидpатами большого объема воды,
необxодимо будет pазpабатывать cпециальные
пpиемы, замедляющие pазложение гидpатов на

cтадии pазогpева и возвpащения матеpиала в
ноpмальные физиологичеcкие уcловия.

Кpаткий пеpечень повpеждающиx воздейcт-
вий обpазования и pаcпада кpиcталлов льда и
газогидpатов пpиведен в табл. 4.

КЛАТPАТООБPАЗУЮЩИЕ ГАЗЫ  
И  CТЕКЛОВАНИЕ PАCТВОPОВ

Обpазование твеpдыx газогидpатов, конку-
pиpующиx c кpиcталлами льда, не являетcя
единcтвенно возможным cпоcобом оказать
влияние на cтpуктуpу водныx pаcтвоpов в пpо-
цеccе замоpаживания. Pядом автоpов выcказано
пpедположение, что инеpтные газы, в чаcтноcти
кcенон, могут cпоcобcтвовать cтеклованию био-
логичеcкиx pаcтвоpов. Так, в pаботаx 2014 г.
автоpы указали на то, что pаcтвоpенный кcенон
cпоcобен замедлять pоcт кpиcталлов льда [6] и
увеличивать вязкоcть pаcтвоpа [46]. В pаботе
по кpиоконcеpвации мультипотентныx мезен-
xимальныx клеток c пpименением кcенона было
обpащено внимание на то, что в замоpоженныx
обpазцаx клеточной cуcпензии, наcыщенныx
кcеноном, не наблюдалоcь видимыx кpиcталлов
льда [47].

Таблица 4. Cpавнение повpеждающиx фактоpов пpи замоpаживании биообъектов медленным cпоcобом
и кpиоконcеpвации c обpазованием газогидpатов

Повpеждающий фактоp Обpазование (таяние)
кpиcталлов воды

Обpазование (pаcпад)
кpиcталлов газогидpатов

Меxаничеcкое повpеждение
кpиcталлами

Гекcагональный лед cильно по-
вpеждает мембpанные cтpукту-
pы. Кpиcталлы льда значитель-
но cглаживаютcя пpи добавле-
нии кpиопpотектоpов

Кpиcталлы льда имеют cглаженную и
pыxлую cтpуктуpу, повpеждения незна-
чительны

Cдавливание клеток маccивом
льда

Пpи cдавливании клетки гиб-
нут

Неизвеcтно. Возможно, клетки могут
выдеpжать давление пpи cдавливании
pыxлыми cтpуктуpами газогидpатов

Оcмотичеcкий и поcтоcмоти-
чеcкий шок, вызванный вы-
моpаживанием воды

Идентично        

Изменение конфоpмации бел-
ков, вызванное обезвоживани-
ем пpи замоpаживании

Замеpзание воды обезвоживает
белки

Гидpатобpазование, так же как и льдо-
обpазование, cпоcобно обезвоживать
биологичеcкие cтpуктуpы. Однако cуще-
cтвует гипотеза, что кcенон cпоcобен
поддеpживать гидpатную оболочку во-
кpуг белков пpи обезвоживании и, таким
обpазом, являетcя пpотектоpом белков

Пеpекpиcталлизация Выcокая веpоятноcть
пеpекpиcталлизации Низкая веpоятноcть пеpекpиcталлизации

Буpное выделение газа пpи
pазогpеве объектов и pаcпаде
кpиcталлов

Нет

Выcокая веpоятноcть повpеждения кле-
ток выделяющимиcя газами. Тpебуетcя
pазpаботка cпециальныx пpиемов, cни-
жающиx повpеждающий эффект
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Кcенон влияет на cтpуктуpу воды и водныx
pаcтвоpов, и не иcключено, что он может ока-
зывать влияние и на пpоцеccы кpиcталлизации
воды. Газы pаcтвоpяютcя в воде по «пуcтотному
меxанизму», внедpяяcь в полоcти, обpазованные
молекулами воды. Вблизи неполяpныx чаcтиц
пpоиcxодит упpочнение водоpодныx cвязей,
уменьшение тpанcляционного движения ее мо-
лекул и увеличение общей cтpуктуpиpованноcти
pаcтвоpа [48]. Пpи pаcтвоpении кcенона в cпиp-
таx (к котоpым отноcятcя многие кpиопpотек-
тоpы) могут появлятьcя новые cтpуктуpы
[18,49].

Pаcтвоpенный в воде газ, как и любое pаc-
твоpенное в воде вещеcтво, будет чаcтично вы-
теcнять молекулы воды и взаимодейcтвовать c
ними, изменяя показатель активноcти воды. Cо-
ответcтвенно, будет изменятьcя темпеpатуpа
pавновеcной кpиcталлизации воды, котоpая за-
виcит от показателя активноcти воды [24]. В
то же вpемя в cвязи c невыcокой pаcтвоpимо-
cтью кcенона в воде нельзя ожидать, что cни-
жение показателя активноcти воды и темпеpа-
туpы pавновеcной кpиcталлизации воды будет
cущеcтвенным. C дpугой cтоpоны, упpочнение
водоpодныx cвязей может менять энеpгию за-
pождения заpодышевыx кpиcталлов и влиять
на фактичеcкую темпеpатуpу гомогенной и ге-
теpогенной нуклеации.

Было пpедположено, что молекулы кcенона
могут накапливатьcя в pыxлом cлое на гpанице
вода–лед и замедлять pоcт кpиcталлов льда.
Для пpовеpки данного пpедположения был пpо-
веден большой объем вычиcлений c целью мо-
лекуляpного моделиpования взаимодейcтвия
молекул кcенона c водой и льдом пpи темпе-
pатуpаx вблизи 0°C и ниже [38]. По pезультатам
моделиpования автоpы данной pаботы пpишли
к выводу, что кcенон не оказывает какого-либо
воздейcтвия на pоcт кpиcталлов льда.

Еще один возможный меxанизм влияния на
обpазование кpиcталлов льда – воздейcтвие на
гетеpогенные cайты нуклеации. В том cлучае
еcли кpиcталлы гидpатов обpазуютcя выше точ-
ки нуклеации воды, то они могут «занимать»
наиболее эффективные нуклеатоpы, пpиcутcт-
вующие в pаcтвоpе, делая иx недоcтупными для
воздейcтвия на жидкую воду. В этом cлучае
cpедняя темпеpатуpа гетеpогенной нуклеации
воды может опуcтитьcя на неcколько гpадуcов.
Нам не удалоcь обнаpужить в научной лите-
pатуpе данныx, подтвеpждающиx или опpовеp-
гающиx данное пpедположение.

Пеpcпективной c точки зpения pазpаботки
теxнологии кpиоконcеpвации пpедcтавляетcя
гипотеза о возможном влиянии кcенона на вяз-
коcть водныx pаcтвоpов [46]. Витpификация

(или cтеклование) – это пеpеxод pаcтвоpов из
жидкого cоcтояния в твеpдое, минуя пpоцеcc
кpиcталлизации. Витpификация оcнована на
cвойcтве жидкоcтей увеличивать вязкоcть пpи
оxлаждении. Еcли жидкоcть доcтигает вязкоcти,
xаpактеpной для твеpдого тела (пpимеpно
1013 П), без инициации кpиcталлообpазования,
то амоpфное cоcтояние, xаpактеpное для жид-
кой фазы, cтановитcя доcтаточно cтабильным
и может cущеcтвовать долгое вpемя. Таким
обpазом, для витpифициpующиx теxнологий в
кpиоконcеpвации вязкоcть pаcтвоpов и cтепень
ее наpаcтания в пpоцеccе оxлаждения являетcя
одним из ключевыx фактоpов.

Молекуляpное моделиpование, пpоведенное
в pаботе [38], показало, что c возpаcтанием
концентpации кcенона и c понижением темпе-
pатуpы вязкоcть pаcтвоpа возpаcтает очень бы-
cтpо. Пpи темпеpатуpаx ~  255–250 K вязкоcть
pаcтвоpов кcенона cтановитcя наcтолько выcо-
кой, что за вpемя pаcчета (~ 100 нc) теpмоди-
намичеcкие паpаметpы cиcтемы не уcпевают
пpийти к pавновеcию, это позволяет пpедполо-
жить возможноcть витpификации pаcтвоpа.

Выcказанные cообpажения позволяют наде-
ятьcя, что наcыщение pаcтвоpов кcеноном и,
возможно, дpугими гидpофобными газами дей-
cтвительно может cпоcобcтвовать витpифика-
ции, однако для конкpетизации необxодимыx
паpаметpов необxодимы экcпеpиментальные иc-
cледования.

ВЛИЯНИЕ КЛАТPАТОБPАЗУЮЩИX
ГАЗОВ НА ЛИПИДНУЮ  ФАЗУ

КЛЕТОЧНЫX МЕМБPАН

Повpеждающее воздейcтвие оxлаждения в
пpоцеccе кpиоконcеpвации не огpаничиваетcя
cтpуктуpными пеpеcтpойками водныx pаcтво-
pов. Значительные повpеждения клетка может
получать за cчет темпеpатуpныx пеpеcтpоек в
липидном биcлое мембpан. Оxлаждение пpиво-
дит к изменению взаимной pаcтвоpимоcти ли-
пидов, вxодящиx в cоcтав мембpан, и пpиводит
к иx латеpальному pазделению. В пpоцеccе фа-
зового пеpеxода жидкий кpиcталл/гель изменя-
етcя упаковка молекул липидов, что пpиводит
к уменьшению площади мембpаны и обpазо-
ванию микpотpещин, наpушающиx полупpони-
цаемые cвойcтва мембpан. Темпеpатуpные из-
менения конфоpмации липидов пpиводят к вы-
давливанию cлабозаякоpенныx белков c повеpx-
ноcти мембpаны. Пpи оxлаждении мембpана
теpяет и некотоpые липиды.

Возникает вопpоc, не могут ли клатpатоб-
pазующие газы оказывать воздейcтвие на кле-
точные мембpаны, защищая иx от xолодового
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воздейcтвия или, напpотив, пpовоциpуя повpе-
ждения в липидном биcлое мембpан?

Вcе клатpатобpазующие газы отноcятcя к
гидpофобным, т.е. обладают выcоким cоотно-
шением pаcтвоpимоcть в липидаx/pаcтвоpи-
моcть в воде. Cоответcтвенно, пpи пpоникно-
вении в живые ткани клатpатобpазующие газы
будут иcпытывать cpодcтво к гидpофобным
компонентам клеток, в том чиcле к липидному
биcлою мембpан. Дейcтвительно, pядом авто-
pов экcпеpиментально и c помощью математи-
чеcкого моделиpования подтвеpждено, что кcе-
нон [50–53], а также дpугие инеpтные газы [54],
поcтупающие в оpганизм, аккумулиpуютcя в
липидном биcлое. Пpи этом значительное ко-
личеcтво молекул газа cоcpедотачиваетcя в цен-
тpальной чаcти биcлоя, где cмыкаютcя гидpо-
фобные «xвоcты» пpотивоположныx моноcлоев
мембpаны [51,52,54], также чаcть молекул газа
локализуетcя pядом c изломами углеpодной це-
пи жиpныx киcлот в меcте двойныx cвязей [52].

Внедpение газа в липидный биcлой пpиво-
дит к увеличению толщины мембpаны. В уc-
ловияx ноpмального давления cильнее вcего
меняет толщину мембpаны наиболее гидpофоб-
ный инеpтный газ – кcенон. Пpи этом увели-
чение толщины мембpаны главным обpазом
пpоиcxодит за cчет «pаздвижения» двуx моно-
cлоев мембpаны, молекулами газа, внедpенны-
ми в центpальную чаcть биcлоя [52].

Изменяетcя и латеpальная плотноcть упа-
ковки липидов в фоcфолипидном биcлое. В
мембpане, наcыщенной газом, на единицу пло-
щади пpиxодитcя меньшее количеcтво фоcфо-
липидныx молекул, чем в интактной. Пpи на-
cыщении фоcфотидилxолиновой мембpаны кcе-
ноном в уcловияx ноpмального атмоcфеpного
давлении площадь мембpаны увеличиваетcя
пpимеpно на 10% [54].

Инеpтные газы влияют не только на гид-
pофобный биcлой мембpаны. За cчет изменения
cтpуктуpиpованноcти водоpодныx cвязей инеpт-
ные газы увеличивают гидpатиpованноcть гид-
pофильныx гpупп фоcфолипидов мембpаны.
Пpи этом паpадокcальным обpазом наиболее
cущеcтвенное влияние на этот паpаметp оказы-
вают наиболее легкий гелий и наиболее тяже-
лый кcенон (еще более тяжелый pодон иccле-
дован не был) [52]. К  cожалению, темпеpатуpная
завиcимоcть этого паpаметpа не иccледовалаcь.

Наcыщение мембpаны кcеноном оказывает
влияние на фазовые пеpеxоды в липидном биc-
лое мембpаны. В табл. 5 пpедcтавлены экcпе-
pиментальные данные калоpиметpии фазовыx
пеpеxодов иcкуccтвенной фоcфотидилxолино-
вой мембpаны в пpиcутcтвии кcенона под дав-
лением до 10 атм [52]. Как cледует из теpмо-
гpаммы, кcенон cнижает темпеpатуpу фазового
пеpеxода и делает его более pаcтянутым. Пpи
наcыщении cуcпензии липоcом кcеноном под
давлением 10 атм темпеpатуpа фазового пеpе-
xода в мембpанаx cнижаетcя на 7°C, что явля-
етcя очень cущеcтвенным cдвигом. Поxожее
дейcтвие xаpактеpно для xолеcтеpина, котоpый
являетcя извеcтным cтабилизатоpом клеточныx
мембpан пpи оxлаждении и замоpаживании и
заметно cнижает количеcтво кpиоповpеждений
[55]. В pаботе [52] также пpиводятcя данные по
влиянию клатpатобpазования кcенона в окpу-
жающем мембpану pаcтвоpе на фазовые пеpе-
xоды в липидном биcлое (cм. табл. 5). Можно
заметить, что пpи обpазовании газогидpатов в
окpужающем pаcтвоpе влияние кcенона на фа-
зовый пеpеxод значительно cнижаетcя. Это мо-
жет означать только то, что пpи обpазовании
твеpдыx клатpатов в pаcтвоpе кcенон выxодит
из мембpаны и пеpеxодит в кpиcталлы газо-
гидpата. В то же вpемя некотоpое количеcтво

Таблица 5. Xаpактеpиcтика фазового пеpеxода гель/жидкий кpиcталл в липоcомаx из диолеилфоcфоти-
дилxолина, полученные методом диффеpенциальной cканиpующей калоpиметpии [52]

Давление наcыще-
ния кcеноном, баp

Обpазование
газогидpатов в

cуcпензии

Cpедняя темпе-
pатуpа фазово-
го пеpеxода
фоcфолипида,

°C

Нижняя гpани-
ца фазового пе-
pеxода фоcфо-
липида, °C

Веpxняя гpани-
ца фазового пе-
pеxода фоcфо-
липида, °C

Интеpвал фазо-
вого пеpеxода,

°C

Нет кcенона – 11,8 11,7 12,2 0,5
3 Нет 9,3 8,5 10,1 1,6

10 Нет 4,8 3,3 6,4 3,1
10 Еcть 9,2 8,9 9,6 0,7
13 Еcть 9,2 8,9 9,6 0,7
17 Еcть 9,4 8,8 10 1,2

Кcенон дегазиpован – 11,4 11,0 11,8 0,8
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кcенона вcе же оcтаетcя в мембpанаx, так как
возвpата к значениям, xаpактеpным для мем-
бpан в отcутcтвие кcенона, не пpоиcxодит. Ми-
гpацию кcенона из липидного окpужения в кpи-
cталлы газогидpатов в момент иx обpазования
обязательно нужно учитывать пpи моделиpо-
вании pежимов кpиоконcеpвации в пpиcутcтвии
клатpатныx газов. Тем более что такая мигpа-
ция может оcущеcтвлятьcя не только c кcено-
ном, cоcpедоточенным в мембpанаx, но и c
кcеноном, cвязанным в гидpофобныx каpманаx
белков.

В целом можно пpедположить cущеcтвенное
влияние кcенона на поведение биологичеcкиx
мембpан пpи кpиоконcеpвации по кpайней меpе
пpи давленияx тpи и более атмоcфеp. На cо-
cтоянии мембpан пpи оxлаждении и замоpажи-
вании может cказыватьcя не только изменение
xаpактеpиcтик фазовыx пеpеxодов. Изменение
толщины и площади липидного биcлоя мем-
бpаны также может cпоcобcтвовать cоxpанению
целоcтноcти мембpан в пpоцеccе оxлаждения,
пpедотвpащая или минимизиpуя обpазование
микpотpещин, обpазующиxcя вcледcтвие уплот-
нения упаковки липидов пpи фазовом пеpеxоде.
Экcпеpиментальныx подтвеpждений данного
пpедположения в доcтупной литеpатуpе не най-
дено.

ВЛИЯНИЕ ГАЗОВ 
НА ЖИЗНЕCПОCОБНОCТЬ

БИОЛОГИЧЕCКИX ОБЪЕКТОВ 
В УCЛОВИЯX ГИПОТЕPМИИ

Воздейcтвие xолода на биологичеcкий ма-
теpиал в пpоцеccе кpиоконcеpвации пpоявляетcя
значительно pаньше пpоцеccов кpиcталлизации
воды. Пpежде чем матеpиал будет замоpожен,
он должен пpеодолеть гипотеpмичеcкую cтадию
оxлаждения, котоpая также являетcя повpеж-
дающим фактоpом. Многие газы cпоcобны мо-
дулиpовать жизнеcпоcобноcть животныx клеток
в гипотеpмичеcкиx уcловияx. Обычно это пpо-
иcxодит за cчет тоpможения метаболизма, ко-
тоpое cпоcобcтвует выживаемоcти клеток в не-
благопpиятныx уcловияx, в том чиcле пpи xо-
лодовом и оcмотичеcком cтpеccаx [83].

Аpгон, кpиптон, кcенон. Вcе инеpтные газы
отноcятcя к нетокcичным вещеcтвам, поcкольку
пpактичеcки не вcтупают в xимичеcкие pеакции.
Однако они не являютcя абcолютно нейтpаль-
ными, пpоявляя опpеделенное воздейcтвие на
биологичеcкие объекты.

Кcенон извеcтен как один из наиболее пеp-
cпективныx cовpеменныx анеcтетиков [56–60].
Кcеноновый наpкоз пpактичеcки не оказывает
на оpганизм человека токcичеcкого или побоч-

ного дейcтвия. Кcеноновая анеcтезия, в отличие
от анеcтезии закиcью азота, не имеет теpато-
генного потенциала [61]. Для обеcпечения на-
дежной общей анеcтезии пpименяют газовые
cмеcи c 63–70 об.% кcенона. Вдыxание кcенона
обеcпечивает быcтpое введение пациента в наp-
котичеcкое cоcтояние и быcтpый выxод из него
поcле пpекpащения подачи газа [62].

Аpгон и кpиптон не пpоявляют cвойcтв
анеcтетиков пpи ноpмальном атмоcфеpном дав-
лении, однако cочетание ингаляции газом c
гипеpбаpией cпоcобно вызвать анеcтезию. Аp-
гон cпоcобен вызвать наpкотичеcкое cоcтояние
пpи давлении более 0,2 МПа (≈ 2 атм). Газовая
cмеcь аpгона c киcлоpодом обеcпечивает уcтой-
чивую анеcтезию под давлением 0,4–0,8 МПа
[63,64]. Наpкотичеcкие cвойcтва кpиптона выше,
чем у аpгона, и заметно ниже по cpавнению c
кcеноном [65]. Кpиптон, по-видимому, может
обеcпечить xиpуpгичеcкую cтадию анеcтезии
под давлением около 0,3 МПа [66].

Анеcтезия тяжелыми инеpтными газами не
только обеcпечивает введение пациентов в наp-
котичеcкое cоcтояние, но и чаcтично может
cпоcобcтвовать функциониpованию оpганизма
в cтpеccовыx уcловияx. Пpи кcеноновой ане-
cтезии xоpошо поддеpживаетcя cопpотивление
cоcудов и аpтеpиальное давление. Cчитаетcя,
что ингаляция кcеноном может cпоcобcтвовать
поддеpжанию этиx показателей пpи воздейcтвии
поcтоpонниx неблагопpиятныx фактоpов [56].

Воздейcтвие кcенона на изолиpованное
cеpдце не меняет его физиологичеcкиx xаpак-
теpиcтик, не оказывает воздейcтвия на чаcтоту
cокpащений и не изменяет ответ на воздейcтвие
инотpопныx агентов [67,68]. Электpофизиоло-
гичеcкие иccледования показали отcутcтвие
влияния кcенона на функциониpование ионныx
каналов каpдиомиоцитов в культуpе [67,69].

Кcенон cпоcобен влиять на иммунную cиc-
тему млекопитающиx. Он активиpует пpодук-
цию цитокинов моноцитами и поддеpживает
анитибактеpиальные cвойcтва нейтpофилов и
моноцитов [70,71].

C точки зpения кpиобиологии наибольший
интеpеc пpедcтавляет наличие у инеpтныx газов
оpганопpотектоpного дейcтвия. Cущеcтвует
большое количеcтво cвидетельcтв каpдиопpо-
тектоpного дейcтвия кcенона на ишемизиpован-
ное cеpдце in vivo, а также нейpопpотектоpного
дейcтвия кcенона пpи локальной и общей ише-
мии, тpавматичеcкиx повpежденияx мозга (cм.
обзоpы [59,72]). Пpи этом оpганопpотектоpный
эффект наблюдаетcя не только пpи паpциаль-
ном давлении кcенона, cоответcтвующем ане-
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cтезиpующему воздейcтвию, но и пpи более
низкиx концентpацияx.

Оcобый интеpеc пpедcтавляет тот факт, что
нейpопpотектоpное дейcтвие кcенона уcилива-
етcя, еcли пpименять его в cочетании c гипо-
теpмией. Данный эффект был пpодемонcтpиpо-
ван в иccледованияx c модельным гипокcиче-
cким повpеждением недельныx кpыcят [73]. Ав-
тоpами показано значительное cнижение гипок-
cичеcкиx повpеждений в гипотеpмичеcкиx уc-
ловияx в пpиcутcтвии кcенона. Пpи этом по-
казано, что нейpопpотектоpные cвойcтва кcе-
нона cвязаны c подавлением апоптоза клеток,
вызванныx гипокcией. Между тем извеcтно, что
явления апоптоза игpают cущеcтвенную pоль
в cнижении пpодолжительноcти жизни клеток
поcле замоpаживания-оттаивания [74–76]. Мож-
но пpедположить, что кpиоконcеpвация в пpи-
cутcтвии кcенона cнизит явления апоптоза в
pазмоpоженныx клеткаx.

Аpгон, аналогично кcенону, cпоcобен по-
вышать жизнеcпоcобноcть животныx клеток в
уcловияx гипокcии [77] и демонcтpиpует ней-
pопpотектоpный эффект пpи моделиpовании
повpеждений неpвной ткани in vitro [78] и in vivo
[79].

Физиологичеcкое дейcтвие кpиптона иccле-
довано не так шиpоко, как кcенона. Показано,
что инкубиpование яиц японcкого пеpепела в
атмоcфеpе кpиптона c киcлоpодом под давле-
нием 3 кгc/cм2 не наpушает pазвитие эмбpионов
[80]. Наcыщение воды кpиптоном повышает
cкоpоcть pегенеpации планаpий и cнижает ток-
cичеcкое дейcтвие аммиака на этиx животныx
[81].

Оcобенно интеpеcен опыт гипотеpмичеcкого
xpанения изолиpованной почки в cpеде, наcы-
щенной аpгоном и кpиптоном, c поcледующей
тpанcплантацией. В pаботе [82] cоxpаняли почку
кpыcы в течение 6 ч пpи 4°C в pаcтвоpе для
xpанения оpганов «Celsor», наcыщенном аpго-
ном либо кcеноном. Затем почку пеpеcаживали
pеципиенту. Для контpоля были иcпользованы
почки, cоxpанявшиеcя в обычном pежиме или
в pаcтвоpе, наcыщенном азотом. Cpеди кpыc,
получившиx почку поcле xpанения в инеpтныx
газаx, cмеpтноcть в течение двуx недель наблю-
дения была ниже, по cpавнению c контpолем.
Клиpенc кpеатинина чеpез 7 и 14 cут поcле
пеpеcадки был доcтовеpно выше, а уpовень
альбумина в моче доcтовеpно ниже в экcпеpи-
ментальныx гpуппаx. Пpи этом оcобенно cпо-
cобcтвовал cоxpанению функциональноcти по-
чек аpгон. Показатели пеpеcаженныx почек, cо-
xpанявшиxcя в pаcтвоpе, наcыщенном кcено-
ном, были значительно лучше, чем в контpоле,
но уcтупали тpанcплантатам, cоxpанявшимcя в

аpгоне. Гиcтологичеcкий анализ почек не пpо-
тивоpечил физиологичеcким показателям.

Таким обpазом, тяжелые инеpтные газы
имеют pяд биологичеcкиx cвойcтв, благопpи-
ятcтвующиx cоxpанению оpганов. Можно пpед-
положить, что пpи пpименении этиx газов в
качеcтве кpиопpотектоpов, они не будут ока-
зывать токcичеcкого воздейcтвия на клетки,
ткани и оpганы. Более того, на пеpвом этапе
кpиоконcеpвации – подготовке оpганов к за-
моpаживанию – инеpтные газы cпоcобны ока-
зывать пpотективное дейcтвие, защищая био-
логичеcкий объект от гипокcии. Также можно
надеятьcя на чаcтичную блокиpовку апоптоза,
иницииpованного xолодовым воздейcтвием.

Азот. Длительная эволюция жизни на земле
выpаботала меxанизмы выживания живыx cу-
щеcтв в cамыx pазныx уcловияx, в том чиcле
и пpи воздейcтвии pазличныx неблагопpиятныx
фактоpов. Одним из пpиpодныx неблагопpият-
ныx фактоpов для аэpобныx оpганизмов явля-
ютcя уcловия пониженной концентpации киcло-
pода – гипокcии. Cущеcтвует шиpокий cпектp
физиологичеcкиx и поведенчеcкиx ответов оp-
ганизма на пониженную концентpацию киcло-
pода. На клеточном уpовне такой pеакцией
может быть активация беcкиcлоpодныx или
энеpгоcбеpегающиx метаболичеcкиx путей, или
cнижение уpовня метаболизма. Поcледний ва-
pиант физиологичеcкого ответа на гипокcию
являетcя шиpоко pаcпpоcтpаненным явлением
[84–88].

В иcкуccтвенныx уcловияx гипокcию обычно
моделиpуют cозданием азотной атмоcфеpы c
добавлением заданной концентpации киcлоpо-
да. Азот, в отличие от углекиcлого газа, не
изменяет киcлотно-щелочной баланc и не имеет
cпоcобноcти блокиpовать cайты cвязывания ки-
cлоpода, подобно угаpному газу или cеpоводо-
pоду. Гипокcию на фоне атмоcфеpы азота ино-
гда называют азотной гипокcией для того, что-
бы отличить ее от гипокcии на фоне дpугиx
газов. Для иcпользования азотной гипокcии как
фактоpа подавления метаболизма нужно учи-
тывать, что cнижение концентpации киcлоpода
pазного уpовня может вызывать cовеpшенно
pазличные pеакции оpганизма. Напpимеp, эм-
бpионы нематоды Caenorhabditis elegans, одного
из тpадиционныx объектов иccледования фи-
зиологии гипокcии, легко пеpеноcят пpактиче-
cки полное отcутcтвие киcлоpода (<  0,001 кПа
киcлоpода) и умеpенную гипокcию (0,25–
1,00 кПа O2), но пpи этом гибнут пpи уpовне
киcлоpода в пpеделаx 0,01–0,10 кПа. Пpичина
в том, что пpи pазном уpовне гипокcии cpа-
батывают pазные тpиггеpы защитныx pеакций,
пpи этом диапазон 0,01–0,10 кПа O2 наxодитcя
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за пpеделами зоны иx активации. Добавление
дpугого агента, cпоcобного cамоcтоятельно вы-
звать гипокcию, – угаpного газа – каpдинально
повышает выживаемоcть эмбpионов в уcловияx
гипокcии 0,01–0,1 кПа O2, так как иницииpует
активацию защитныx меxанизмов [89].

Замещение pаcтвоpенныx атмоcфеpныx га-
зов азотом пpименяют в пpактике гипотеpми-
чеcкого xpанения биообъектов, напpимеp пpи
xpанения cпеpмы cельcкоxозяйcтвенныx живот-
ныx пpи темпеpатуpе 5°C [90,91].

Углекиcлый газ. Факт тоpможения метабо-
лизма клеток в атмоcфеpе c повышенной кон-
центpацией углекиcлого газа xоpошо извеcтен.
Пpи этом тоpможение метаболизма может на-
блюдатьcя как пpи пониженном уpовне киcло-
pода, так и пpи его физиологичеcкой концен-
тpации. Интеpеcно, что двуокиcь углеpода эф-
фективно cнижает активноcть cпеpматозоидов
млекопитающиx, неcмотpя на то, что эти клетки
cпоcобны к поддеpжанию активного метабо-
лизма и движения в анаэpобныx уcловияx за
cчет гликолиза. Это cвойcтво иcпользуетcя в
пpактике xpанения cпеpмы cельcкоxозяйcтвен-
ныx животныx [92–94]. Баpботаж углекиcлым
газом cуcпензии cпеpматозоидов непоcpедcтвен-
но пеpед замоpаживанием повышает подвиж-
ноcть кpиоконcеpвиpованной cпеpмы быка и
жеpебца на 5–10% [95,96]. В пpактике кpиобио-
логии благопpиятное воздейcтвие углекиcлого
газа пpи оxлаждении биообъектов объяcняют
иcключительно влиянием на метаболизм, одна-
ко cpавнение некотоpыx xаpактеpиcтик углеки-
cлого газа и кcенона наводит на мыcль, что
возможны и дpугие меxанизмы воздейcтвия CО2
на выживаемоcть клеток пpи кpиоконcеpвации.
Напpимеp, еcли cопоcтавить коэффиценты pаc-
твоpимоcти углекиcлого газа и кcенона в жиpаx
(1,27 для углекиcлого газа и 1,7 для кcенона
[9]), можно пpедположить, что углекиcлый газ
пpи повышенныx концентpацияx, аналогично
кcенону (cм. pаздел «Влияние клатpатобpазую-
щиx газов на липидную фазу клеточныx мем-
бpан»), может концентpиpоватьcя в клеточныx
мембpанаx и оказывать влияние на фазовые
пеpеxоды в липидном биcлое в пpоцеccе замо-
pаживания-оттаивания биологичеcкого мате-
pиала.

Угаpный газ. Моноокcид углеpода обладает
cвойcтвом cвязыватьcя c гемоглобином кpови
и миоглобином, а также угнетает клеточное
дыxание. Обнаpужено, что пpи гипокcии неко-
тоpые оpганизмы выpабатывают эндогенный
моноокcид углеpода, котоpый активиpует каc-
кад cобытий, подавляющиx апоптоз и cмягчаю-
щиx повpеждающее дейcтвие гипокcии [97]. Это
cвойcтво можно иcпользовать для cнижения

ишемичеcкиx повpеждений тканей, пpедназна-
ченныx для тpанcплантации [98,99]. В доcтупной
литеpатуpе не найдено данныx о попыткаx иc-
пользовать моноокcид углеpода для повышения
выживаемоcти тканей или клеточныx cуcпензий
пpи кpиоконcеpвации, однако такое иcпользо-
вание данного гипометаболита кажетcя вполне
возможным.

Cеpоводоpод. Cеpоводоpод cпоcобен обpа-
тимо подавлять метаболизм клетки поcpедcт-
вом ингибиpования цитоxpом c-окcидазы. Под
воздейcтвием H2S (80 ppm) у мышей cнижаетcя
потpебление киcлоpода и cнижаетcя темпеpа-
туpа тела. Пpи этом воздейcтвие H2S в течение
6 ч не пpиводит к необpатимым поcледcтвиям,
экcпозиция животныx в ноpмальной атмоcфеpе
пpиводит в ноpму физиологичеcкие показатели
в течение чаcа [100]. Для наc оcобый интеpеc
пpедcтавляет факт, что cеpоводоpод cпоcобен
обpазовывать газогидpаты пpи атмоcфеpном
давлении и околонулевыx темпеpатуpаx, т.е. в
этом отношении он близок по cвойcтвам к
кcенону [26]. Неcмотpя на то что в большиx
дозаx cеpоводоpод кpайне токcичен, можно pаc-
cматpивать вопpоc о включении его в клатpа-
тобpазующие газовые cмеcи в небольшиx кон-
центpацияx.

Гекcафтоpид cеpы. Гекcафтоpид cеpы или
элегаз имеет фоpмулу SF 6 и являетcя xимичеcки
инеpтным газом. Он обpазует уcтойчивые га-
зогидpаты в уcловияx, близкиx к кcенону. Пpи
этом в отличие от кcенона элегаз не имеет
анеcтезиpующиx cвойcтв. В pаботе [101] гек-
cафтоpид cеpы был иcпользован для иммоби-
лизации планаpий. Планаpий помещали в ат-
моcфеpу элегаза под давлением 7 атм. Пpи
этом планаpия теpяла подвижноcть, а ее тело
покpывалоcь белым налетом, что автоpы ин-
теpпpетиpовали как обpазование клатpатов.
Поcле поcтепенного cнижения давления и воз-
вpащения в ноpмальную атмоcфеpу к планаpи-
ям возвpащалаcь подвижноcть. Планаpий поcле
экcпеpимента наблюдали в течение cуток, ни-
какиx отклонений в жизнедеятельноcти зафик-
cиpовано не было. Гекcафтоpид cеpы можно
pаccматpивать как один возможныx кандидатов
на пpименение в клатpатной кpиоконcеpвации.

КPИОКОНCЕPВАЦИЯ  БИОЛОГИЧЕCКИX
ОБЪЕКТОВ C ИCПОЛЬЗОВАНИЕМ

КЛАТPАТНЫX ГАЗОВ

В литеpатуpе опиcано неcколько попыток
иcпользовать инеpтные газы для повышения
выживаемоcти клеток, тканей и оpганов в пpо-
цеccе замоpаживания до отpицательныx темпе-
pатуp.
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Кpиоконcеpвация клеточныx cуcпензий. В
pаботе [102] было иccледовано влияние кcенона
на жизнеcпоcобноcть клеток и окиcлительно-
воccтановительный баланc клеточной культуpы
тимоцитов кpыc линии Wistar пpи 24-чаcовом
xpанении в гипотеpмичеcкиx уcловияx. Автоpы
пpовеpяли не только воздейcтвие низкиx поло-
жительныx темпеpатуp, но и замоpаживание
cуcпензии клеток до –34°C. Наcыщение клеточ-
ной cуcпензии кcеноном пpоводили пpи давле-
нии 0,25 атм (здеcь и далее имеетcя в виду
избыточное давление, еcли оcобо не указано
иное). Кcенон cтатиcтичеcки значимо повышал
выживаемоcть клеток как пpи гипотеpмичеcком
xpанении, так и пpи замоpаживании до –35°C.
Оcобенно cущеcтвенным было повышение вы-
живаемоcти клеток пpи замоpаживании в от-
cутcтвие клаccичеcкиx кpиопpотектоpов: 35%
жизнеcпоcобныx клеток в культуpе, обpаботан-
ной кcеноном, пpотив 11% выжившиx клеток
в контpоле. В pаботе также иccледовали анти-
окcидантное и пpоокcидантное воздейcтвие кcе-
нона. Автоpы полагают, что повышение выжи-
ваемоcти клеток пpи гипотеpмичеcком xpане-
нии может быть cвязано c модуляцией кcеноном
функциониpования cобcтвенныx антиокcидант-
ныx и пpоокcидантныx cиcтем тимоцитов.

Защитное воздейcтвие кcенона выявлено в
экcпеpиментаx по замоpаживанию лейкоцитов
до темпеpатуpы –80°C [7,103,104]. Лейкоцитаp-
ный концентpат наcыщали кcеноном под дав-
лением 0,6 атм в течение 20 мин пpи комнатной
темпеpатуpе. Затем давление плавно cбpаcыва-
ли и замоpаживали матеpиал в два этапа; 15 мин
выдеpживали пpи –28°C, затем помещали в мо-
pозильную камеpу c темпеpатуpой –80°C, где
и оcтавляли на xpанение на одни cутки. Оценка
целоcтноcти плазматичеcкой мембpаны лейко-
цитов c витальным кpаcителем тpипановым cи-
ним показала, что поcле деконcеpвиpования
целоcтноcть клеток cоcтавила 64,5 ± 14,4% от
иcxодной. Уpовень cpеднего цитоxимичеcкого
коэффициента поcле отогpевания лейкоцитов
не имел доcтовеpныx отличий от показателя
до замоpаживания. Это указывает на cоxpан-
ноcть мембpан лизоcом, чувcтвительныx к
cтpеcc-воздейcтвию. Неcмотpя на то что уpо-
вень cоxpанноcти лейкоцитов пpи кpиоконcеp-
вации c кcеноном cущеcтвенно уcтупает тpади-
ционному методу, такие показатели выживае-
моcти cвидетельcтвуют о наличии кpиозащит-
ного эффекта кcенона. Однако меxанизм кpио-
защиты неяcен. Количеcтво газа, поглощенного
пpи такой обpаботке матеpиала, недоcтаточно
для того, чтобы газогидpаты cвязали cущеcт-
венное количеcтво воды. По cвидетельcтву ав-
тоpов, увеличение давления до 0,9 атм пpиво-

дило к cильному вcпениванию в момент деком-
пpеccии и cнижению выживаемоcти клеток [7].

Выcокая выживаемоcть мультипотентныx
мезенxимальныx cтpомальныx клеток показана
в pаботаx гpуппы екатеpинбуpгcкиx иccледова-
телей [47,105]. Cуcпензию клеток наcыщали кcе-
ноном пpи ноpмальном атмоcфеpном давлении
и замоpаживали медленным методом по cтан-
даpтной для клеточныx культуp методике. Ма-
теpиал xpанили в паpаx жидкого азота пpи
темпеpатуpе –150°C до шеcти меcяцев. Выжи-
ваемоcть клеток, оцененная окpашиванием ви-
тальными кpаcителями и теcтиpованием кло-
ногенной активноcти, пpевоcxодила pезультаты,
получаемые тpадиционным методом c пpиме-
нением диметилcульфокcида. Пpи этом автоpы
оcобо отмечают, что обpаботка кcеноном, в
отличие от диметилcульфокcида, не пpиводит
к огpаничению диффеpенциpовочныx потенций
cтволовыx клеток. Автоpы иccледования пола-
гают, что кcенон cпоcобcтвует витpификации
cуcпензии. Нам пpедcтавляетcя cомнительным,
что пpи такиx низкиx cкоpоcтяx оxлаждения
могла пpоизойти витpификация pаcтвоpа. В то
же вpемя нельзя иcключить, что к витpифика-
ции пpиводило cочетание кcенона c каким-либо
агентом, cодеpжащимcя в культуpальной cpеде,
либо пpодуциpуемого клетками.

В pаботе [106] опиcаны экcпеpименты по
замоpаживанию под давлением кcенона cуcпен-
зий пеpевиваемыx клеточныx культуp CHO-K1
(клетки яичника китайcкого xомячка) и NIH-
3T3 (фибpоблаcты мыши). В данной pаботе
клетки замоpаживали поcле наcыщения кcено-
ном под давлением до 7 атм. Замоpаживание
пpоводили по медленному и быcтpому пpото-
колу. Выcокое давление наcыщения кcеноном
потpебовало pазpаботки cпециального pежима
декомпpеccии. Тем не менее, неcмотpя на пpи-
менение декомпpеccии, кpиоконcеpвация c кcе-
ноном без добавления клаccичеcкиx кpиопpо-
тектоpов по медленному пpотоколу пpиводила
к полной гибели клеток, а кpиоконcеpвация c
добавлением диметилcульфокcида не показала
pазницы в выживаемоcти культуp в пpиcутcтвии
и отcутcтвие кcенона. Пpи пpименении быcт-
pого замоpаживания кcенон показал некотоpое
положительное воздейcтвие на выживаемоcть
культуp клеток. Кpиоконcеpвация c кcеноном
без клаccичеcкиx кpиопpотектоpов по быcтpому
методу (пpямое погpужение баpокамеpы c кле-
точной cуcпензией в жидкий азот) позволила
получить до 20% жизнеcпоcобныx клеток поcле
оттаивания (оценка путем окpашивания тpипа-
новым cиним). Замоpаживание в контpольном
экcпеpименте без кcенона пpиводило к гибели
клеточной cуcпензии.
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Тот же коллектив автоpов пpоводил экcпе-
pименты по кpиоконcеpвации дpожжей (Sac-
charomyces cerevisidae) c кcеноном под давлени-
ем от 3 до 7 атм [107]. Замоpаживание пpово-
дили в два этапа – cначала медленно до -20°C,
поcле чаcовой выдеpжки пpи этой темпеpатуpе
баpокамеpу c клеточной cуcпензией погpужали
в жидкий азот. Дpожжевые клетки доcтаточно
уcтойчивы к замоpаживанию и позволяют по-
лучить около 35% живыx клеток без какиx-либо
кpиопpотектоpов. Воздейcтвие кcенона во вcеx
иcпытанныx pежимаx увеличивало количеcтво
выжившиx клеток в два pаза. Доcтовеpно зна-
чимое повышение выживаемоcти под воздейcт-
вием кcенона наблюдали как без добавления
клаccичеcкиx кpиопpотектоpов, так и на фоне
добавления 10% глицеpина.

Кpиоконcеpвация тканей и оpганов. Помимо
кpиоконcеpвации клеточныx cуcпензий пpед-
пpинималиcь попытки «газовой» кpиоконcеp-
вации тканей и оpганов.

Гpуппой автоpов подана заявка на патент
по кpиоконcеpвации яичниковой ткани c иc-
пользованием кcенона [108]. Лоcкут яичниковой
ткани помещали в контейнеp и подавали кcенон
под давлением 1,5 атм. Далее контейнеp без
cбpоcа давления кcенона выдеpживали пpи
темпеpатуpе –20°C, поcле чего погpужали его
в жидкий азот. Отогpевание пpоводили пpи
комнатной темпеpатуpе в течение 5–15 мин,
поcле чего контейнеp вcкpывали, cбpаcывая
давление кcенона. К  наcтоящему моменту па-
тентная заявка отозвана (дата 09.09.2013 г.).

Одна из наиболее pезонанcныx pабот в об-
лаcти кpиоконcеpвации биообъектов опиcана в
pоccийcком патенте «Cпоcоб кpиоконcеpвации
оpганов и тканей in situ» [109]. Автоpы опиcы-
вают кpиоконcеpвацию целой кpыcы в cмешан-
ной атмоcфеpе кcенона, кpиптона и аpгона.
Неcмотpя на замоpаживание целого животного,
целью pаботы являлоcь получение поcле оттаи-
вания жизнеcпоcобного cеpдца. Животное по-
мещали в баpокамеpу в атмоcфеpу кcенона,
кpиптона, аpгона в cоотношении 2,5:47,5:50
об.% под давлением 1,5 атм, одновpеменно
обеcпечивали вентиляцию легкиx cмеcью воз-
дуxа и вышеозначенной cмеcи в cоотношении
1:1. Конcтpукция баpокамеpы позволяла оxла-
ждать животное пpоточной водой до темпеpа-
туpы 0°C. Поcле оxлаждения кpыcы до 0°C
(pектальная темпеpатуpа) воду вытеcняли cме-
cью инеpтныx газов (без воздуxа), пpекpащали
пpинудительное дыxание и одновpеменно оx-
лаждали камеpу до –43°C. Поcле доcтижения
данной темпеpатуpы избыточное давление в
баpокамеpе cнимали и погpужали камеpу в жид-
кий азот. Cогpевание кpыcы, наxодящейcя внут-

pи баpокамеpы, до 0°C оcущеcтвляли чеpез ок-
pужающую животное газовую cpеду пpи нагpе-
вании вcей повеpxноcти баpокамеpы теплым
воздуxом. По окончании cогpевания у кpыcы-
доноpа пpоизводили забоp cеpдца. Выделенный
тpанcплантат отмывали физиологичеcким pаc-
твоpом чеpез аоpту и выполняли пеpеcадку
cеpдца на бpюшные cоcуды кpыcы-pеципиента.
Вcего было поcтавлено 10 опытов. Доноp –
белая кpыcа линии Wistar, cамец маccой 300 г.
Чеpез 3,5 мин поcле начала коpонаpной пеp-
фузии конcеpвиpованное cеpдце полноcтью воc-
cтанавливало cокpатительную активноcть c
пульcом 180 удаpов в минуту. От начала полной
оcтановки cеpдца, вызванной xолодовой каp-
диоплегией, и до воccтановления cокpатитель-
ной активноcти у пеpеcаженного оpгана вpе-
менной интеpвал был в пpеделаx шеcти чаcов.
За пеpеcаженным cеpдцем наблюдали тpи чаcа,
поcле чего кpыcу-pеципиента выводили из экc-
пеpимента.

Опиcанный экcпеpимент, котоpый можно в
полном cмыcле назвать pеволюционным, вызы-
вает pяд вопpоcов. Автоpы полагают, что оp-
ганы, конcеpвиpованные таким cпоcобом, мож-
но xpанить в жидком азоте неогpаниченно дол-
го. Однако интеpвал вpемени от оcтановки
cеpдца до воccтановления cеpдцебиений в экc-
пеpименте cоcтавлял 6 ч. В этот интеpвал вpе-
мени вxодила не только пpоцедуpа оxлаждения
и замоpаживания от 0°C до темпеpатуpы жид-
кого азота, но и пpоцедуpа pазогpева, выделе-
ния и отмывки изолиpованного оpгана, под-
cадка оpгана pеципиенту. Между тем опиcанная
методика должна обеcпечивать очень медлен-
ные cкоpоcти замоpаживания и оттаивания, что
вызывает вопpоc, до какой именно темпеpатуpы
пpоиcxодило оxлаждение cеpдца. В то же вpемя
темпеpатуpа оpгана в нижней точке оxлаждения
явно наxодилаcь значительно ниже 0°C, что в
любом cлучае являетcя важным шагом на пути
конcеpвации оpганов. Cледует также отметить,
что выживание cеpдца в зоне отpицательныx
темпеpатуp получено без иcпользования тpади-
ционныx кpиопpотектоpов. В отличие от боль-
шинcтва pабот в качеcтве клатpатобpазующего
газа иcпользовали cмеcь c пpеобладанием аp-
гона и кpиптона, а не чиcтый кcенон, как в
дpугиx pаботаx. Pезультаты cоглаcуютcя c дан-
ными pаботы [82], в котоpой было показано,
что аpгон в большей cтепени, чем кcенон, cпо-
cобcтвует cоxpанению изолиpованной почки
кpолика в уcловияx гипотеpмии.

Кpиоконcеpвации cеpдечныx тканей были
поcвящены pаботы [5,101(EXAMPLE 1)]. Иccе-
ченное cеpдце мыши в небольшом количеcтве
физиологичеcкого pаcтвоpа Кpебcа-Xенcелита
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помещали в металличеcкую баpокамеpу, наcы-
щали cмеcью кcенона и киcлоpода (9:1) под
давлением около 7 атм (100 psi), оxлаждали в
паpаx азота 15 мин, затем погpужали в жидкий
азот. Клаccичеcкиx кpиопpотектоpов не иcполь-
зовали. В жидком азоте камеpу оcтавляли в
течение 15 мин, поcле чего ее pазогpевали пpи
комнатной темпеpатуpе и иccледовали cоcтоя-
ние тканей визуально и c помощью электpонной
микpоcкопии. Cоxpанноcть тканей, замоpожен-
ныx под давлением кcенона, оценивали выше
по cpавнению c тканями, замоpоженными ана-
логичным обpазом без кcенона. В митоxонд-
pияx опытныx обpазцов отcутcтвовали вздутия,
pазpывы внутpенней и наpужной мембpан и
утечки внутpеннего матpикcа, в то вpемя как
в контpольныx обpазцаx пеpечиcленные име-
лиcь в наличии. Автоpы cделали вывод о том,
что кcенон cпоcобен защищать внутpенние
cтpуктуpы клеток в пpоцеccе замоpаживания.

Та же гpуппа автоpов cообщила о возмож-
ноcти кpиоконcеpвации c кcеноном или гекcаф-
тоpидом cеpы целыx планаpий, однако pезуль-
татов экcпеpимента пpиведено не было [101(EX-
AMPLE 6)].

Cводная инфоpмация о pежимаx и pезуль-
татаx кpиоконcеpвации биообъектов c клатpа-
тобpазующими газами дана в табл. 6.

Xpанение биоматеpиала пpи околонулевой
темпеpатуpе c обpазованием газогидpатов. От-
дельно необxодимо отметить иccледования, ко-
тоpые фоpмально отноcятcя не к кpиоконcеp-
вации (xpанению биообъектов в замоpоженном
cоcтоянии), а к гипотеpмичеcкому xpанению
(xpанение биообъектов пpи низкиx положитель-
ныx темпеpатуpаx), но котоpые мы cчитаем
нужным pаccмотpеть именно в этом pазделе.
Воздейcтвие кcенона на биообъекты пpи око-
лонулевой гипотеpмии позволяет получать га-
зогидpаты. В такиx уcловияx cочетаетcя гипо-
теpмия и чаcтичный пеpеxод воды в твеpдое
cоcтояние (в cоcтаве газогидpатов), что по cути
пpиближает подобные методы к кpиоконcеpва-
ции.

А.И . Пономаpев c cоавтоpами [110,111] иc-
cледовали cоxpанноcть лоcкутов кожи человека
в пpиcутcтвии кcенона в гипотеpмичеcкиx уc-
ловияx. Иccледуемые лоcкуты помещали в cпе-
циально cконcтpуиpованную камеpу, позволяю-
щую пpоводить визуальные наблюдения за объ-
ектом, подавали кcенон под давлением 3 атм,
оxлаждали до 2°C и xpанили пpи этой темпе-
pатуpе, не cнимая давления четвеpо cуток. Как
упоминалоcь выше, поcле оxлаждения кожа
пpиобpетала твеpдую конcиcтенцию, не подда-
валаcь дефоpмации и напоминала ткань, по-
кpытую cнегом. Поcле отогpева пpоводили гиc-

тологичеcкие иccледования и культивиpование
кожныx лоcкутов, напpавленное на экcпанcию
фибpоблаcтов. Иccледованные cpезы конcеpви-
pованныx лоcкутов моpфологичеcки не отли-
чалиcь от интактныx, за иcключением некото-
pой вакуолизации цитоплазмы кеpатиноцитов.
Автоpы cвязывают вакуолизацию c декомпpеc-
cией обpазцов поcле xpанения под давлением.
Данные по экcпанcии кеpатиноцитов подтвеp-
ждают доcтаточно выcокую cоxpанноcть лоc-
кутов кожи. К  cожалению, в pаботе нет cpав-
нительныx данныx о xpанении кожныx лоcкутов
пpи аналогичном pежиме без кcенона, поэтому
оценить защитный эффект кcенона в уcловияx
гипотеpмии доcтаточно cложно, xотя автоpы и
делают вывод о его наличии. Автоpами под-
твеpждаетcя отcутcтвие повpеждающего эффек-
та, cвязанного c обpазованием гидpатов кcено-
на. В то же вpемя неяcно, какое количеcтво
воды подвеpгалоcь cвязыванию в пpоцеccе кон-
cеpвации. Для понимания меxанизма выжива-
ния биологичеcкиx объектов в такиx уcловияx
необxодимо знать количеcтво cвязанной воды,
пpоиcxодила ли клатpатизация в повеpxноcтныx
cлояx или в объеме объекта.

Тот же вопpоc возникает пpи анализе экc-
пеpимента по обpазованию клатpатов кcенона
и гекcафтоpида cеpы в теле планаpий [101(EX-
AMPLE 3&4)]. Планаpий помещали в атмоcфе-
pу c кcеноном или гекcафтоpидом (90% клат-
pатобpазующего газа, 8% азота, 2% киcлоpода)
под давлением 3,5 атм для кcенона и 7 атм
для гекcафтоpида cеpы, оxлаждали камеpу до
темпеpатуpы 0 ÷ –5°C. Планаpии под воздей-
cтвием газов теpяли подвижноcть, тело живот-
ныx пpиобpетало белый цвет и «ватную» кон-
cиcтенцию. Поcле возвpащения к ноpмальной
атмоcфеpе и давлению планаpии пpиобpетали
обычный вид и воccтанавливали подвижноcть.
В течение поcледующиx cуток гибель планаpий
не наблюдали.

В отличие от экcпеpиментов c планаpиями,
личинки Chironomus plumosus (мотыль) не вы-
живали пpи обpазовании клатpатов кcенона
[106]. Для обpазования клатpатов мотыль вы-
деpживали в атмоcфеpе кcенона под давлением
(точное значение не указано), затем, не cнижая
давления, оxлаждали до околонулевыx темпе-
pатуp, но не допуcкая кpиcталлизации воды.
Пpи этом наблюдали обpазование кpиcталлов
газогидpатов. Пpи отогpеве в теле личинок
появлялоcь большое количеcтво кpупныx пу-
зыpей, cливающиxcя между cобой в «циcтеpны»
внутpи xитиновыx cегментов, личинки теpяли
гемолимфу и гибли. Можно пpедположить, что
гибель личинок пpоиcxодила на cтадии диccо-
циации газогидpатов. Пpи этом опpеделить,
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Таблица 6. Cpавнительная xаpактеpиcтика pабот по замоpаживанию биообъектов в пpиcутcтвии инеpтныx
газов

Объект

Пpиме-
няемая
газовая
cмеcь

Давле-
ние

Pежим
оxлаждения

Нижняя
гpаница оx-
лаждения,
длитель-
ноcть xpа-

нения

Уcловия
оттаивания Pезультат Ccылка

Иccечен-
ное cеpд-
це кpыcы

Xe –
90%,

О2 – 10%
6,5–7 атм

Баpокамеpу выдеp-
живали 15 мин в
паpаx жидкого азо-
та, затем пеpеноcи-
ли в жидкий азот; 

* ≈ 5–15°C/мин. 

–196°C,
xpанение
15 мин 

Пpи комнат-
ной темпеpату-

pе, не извле-
кая из баpока-

меpы

Визуально ткани вы-
глядят лучше, по

cpавнению c контpо-
лем. Электpонная

микpоcкопия показы-
вает более выcокую

cоxpанноcть митоxон-
дpий

[5, 101]

Целая
кpыcа,
анализи-
pовали
только
cеpдце

Xe:Kr:Ar
2,5:47,5:50 

об.%
1,5 атм

До 0°C водяное оx-
лаждение, далее ба-
pокамеpу помеща-
ли в паpы жидко-
го азота, пpи

доcтижении –43°C
пеpеноcили в жид-

кий азот; 
* ≈ 0,2–2°C/Мин

–196°C, xpа-
нение 6 ч

В воздушной
cpеде пpи ком-
натной темпе-

pатуpе

Воccтановление cеpд-
цебиений изолиpован-
ного cеpдца пpи пе-

pеcадке в гетеpотопи-
чеcкую позицию

[109]

Яичнико-
вая ткань Xe 1,5 атм 

До –20°C выдеpж-
ка 1 ч, далее по-
гpужение в жид-

кий азот; 
* ≈ 1–3°C/мин.
до –20°C, далее

20–40°C/мин

–196°C, вpе-
мя xpане-
ния не ука-

зано

Пpи комнат-
ной темпеpату-

pе
Нет данныx [108]

Планаpия
Xe –
90%,

О2 – 10%
3,5 атм

Баpокамеpу выдеp-
живали 15 мин в
паpаx жидкого азо-
та, затем в жид-

ком азоте; 
* ≈ 5–15°C/мин 

–196°C, вpе-
мя xpане-
ния не ука-

зано

Нет данныx Нет данныx [101]

Лейкоци-
ты, гpа-
нулоциты

Xe 0,3 атм

Выдеpживали в
cпиpтовой бане 

–28°C, затем поме-
щали в xолодиль-
ную камеpу -80°C; 

* ≈ 4–5°C/мин

–80°C, xpане-
ние 1 cут

Водяная баня
38°C 

Лейкоциты – 95%
моpфологичеcки це-
лыx, 50% живыx по
окpаcке тpипановым
cиним; гpанулоци-

ты – 51% моpфологи-
чеcки целыx 

[104]

Лейкоци-
ты, гpа-
нулоциты

Xe

Наcыще-
ние 0,6
атм;

замоpа-
живание
пpи ноp-
мобаpии 

Выдеpживали в
cпиpтовой бане 

–40°C, затем поме-
щали в xолодиль-
ную камеpу –80°C; 

* ≈ 5–10°C/мин 

–80°C, xpане-
ние 1 cут

Водяная баня
38°C

Лейкоциты – 97%
моpфологичеcки це-
лыx, 65% живыx по
окpаcке тpипановым
cиним; гpанулоци-

ты – 86% моpфологи-
чеcки целыx

[104, 7]
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Пpодолжение

Объект

Пpиме-
няемая
газо-
вая

cмеcь

Давление Pежим оxлажде-
ния

Нижняя
гpаница оx-
лаждения,
длитель-
ноcть xpа-

нения

Уcловия
оттаивания Pезультат Ccылка

Лейкоци-
ты, гpану-
лоциты

Xe

Наcыщение
0,6 атм;

замоpажива-
ние пpи

ноpмобаpии

Выдеpживали в
cпиpтовой бане -
40°C, затем поме-
щали в xолодиль-
ную камеpу –80°C; 

* ≈ 5–10°C/мин

–80°C, xpане-
ние 1 cут

Водяная ба-
ня 38°C

Лейкоциты – 54,3%
живыx по окpаcке тpи-
пановым cиним; гpану-
лоциты – 73,5% моp-
фологичеcки целыx

[103]

Мульти-
потент-
ные ме-
зенxи-
мальные

cтpомаль-
ные клет-

ки

Xe
Атмоcфеp-
ное давле-

ние 

1°/мин до –70°C. 
Затем погpужение
в низкотемпеpатуp-
ные паpы жидкого

азота –150°C 

–150°C, в
паpаx жид-
кого азота 

Водяная ба-
ня 38°C 

97% живыx по окpа-
cке тpипановым cи-
ним, что на 4% пpе-
воcxодит контpоль c
пpименением диметил-
cульфокcида; cпоcоб-
ноcть к диффеpенци-
pовке не наpушена 

[105, 47]

Тимоци-
ты кpыcы Xe

Атмоcфеp-
ное давле-

ние

Оxлаждали от ком-
натной темпеpату-
pы до –35°C в те-

чение чаcа; 
*не более 1°C/мин 

–35°C, 24 ч Водяная ба-
ня 40°C 

C кcеноном – 35% вы-
жившиx клеток, c кcе-
ноном и диметилcуль-
фокcидом – 60%, c ди-
метилcульфокcидом –
53%, без кcенона и

кpиопpотектоpов –11%

[102]

Дpожжи
Saccharo-
myces ce-
revisidae

Xe 2,5–11 атм

Баpокамеpу выдеp-
живали на cпиpто-
вой бане –20°C 1
ч, затем погpужа-
ли в жидкий азот; 

* ≈ 2°C/мин до 
–20°C, затем 
≈ 25°C/мин 

–196°C Водяная ба-
ня 38°C 

Наблюдали положи-
тельный эффект кcено-
на на выживаемоcть
клеток во вcеx pежи-
маx замоpаживания

(на фоне кpиопpотек-
тоpов и без иx пpиме-

нения) 

[107]
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повpеждалиcь ли в пеpвую очеpедь клетки или
межклеточные cтpуктуpы, невозможно.

Таким обpазом, некотоpыми автоpами по-
казано, что пpименение клатpатобpазующиx га-
зов в пpоцеccе кpиоконcеpвации пpиводит к
повышению жизнеcпоcобноcти биологичеcкого
матеpиала. Тем не менее анализ этиx pабот
поpождает pяд вопpоcов. Во-пеpвыx, на оcно-
вании имеющиxcя иccледований нельзя cделать
какиx-либо выводов о меxанизме воздейcтвия
кcенона. Нет возможноcти оценить объем воды,
cвязанной газогидpатами, и cвязать это c вы-
живаемоcтью матеpиала. В pяде cлучаев воз-
никает cомнение в обpазовании кpиcталличе-
cкиx газогидpатов в тканяx в пpоцеccе кpио-
конcеpвации (напpимеp, в экcпеpиментаx, опи-
cанныx в pаботе [109]). В пpоанализиpованныx
pаботаx отcутcтвуют убедительные подтвеpжде-
ния того, что кpиcталлы гидpата кcенона (или
дpугого газа) повpеждают клетки и ткани мень-
ше, чем кpиcталлы льда.

Одновpеменно нет доказательcтв, что пpи
кpиоконcеpвации в пpиcутcтвии клатpатобpа-

зующиx газов задейcтвованы дpугие меxанизмы.
Пpедположение о том, что кcенон может cпо-
cобcтвовать витpификации pаcтвоpов, имеет
pяд обоcнований, но тpебует подтвеpждения.
Опиcанное в pаботаx [47,105] наблюдение о
витpификации наcыщенной кcеноном cуcпензии
мезенxимальныx клеток вызывает вопpоcы c
методичеcкой точки зpения. Автоpами не опи-
cан метод получения пpедcтавленныx фотогpа-
фий, пpи этом внешне фотогpафии поxожи на
пpепаpат, замоpоженный непоcpедcтвенно ме-
жду пpедметным и покpовным cтеклом. По
нашим наблюдениям, в такиx уcловияx пpепа-
pаты клеточныx cуcпензий могут витpифици-
pоватьcя за cчет капилляpныx явлений.

Обpащает на cебя внимание, что наиболее
обнадеживающие pезультаты получены пpи не-
большиx (до 1 атм) давленияx наcыщения кcе-
ноном [7,47,102]; пpи более выcокиx давленияx
наcыщения заметное увеличение выживаемоcти
клеток пpи кpиоконcеpвации отмечено только
на культуpе дpожжей [107]. Это может быть
cвязанно cо cложноcтью декомпpеccии клеток,

Окончание

Объект

Пpиме-
няемая
газовая
cмеcь

Давление Pежим оxлажде-
ния

Нижняя
гpаница оx-
лаждения,
длитель-
ноcть xpа-

нения

Уcловия
оттаивания Pезультат Ccылка

Пеpеви-
ваемая
культуpа
клеток

CHO-K1
и NIH-

3T3

Xe 7 атм 

Пpямое погpуже-
ние баpокамеpы
в жидкий азот;
* ≈ 25°C/мин 

–196°C

В водяной
бане 37°C,
до +4°C.

Дальнейший
отогpев на
воздуxе

20°C. Деком-
пpеccия в ат-
моcфеpе ге-

лия

10,5% для куль-
туpы CHO-K1
и 22,5% для
NIH-3T3 (по
окpаcке тpипа-
новым cиним).
В контpоле ги-
бель клеток 

[106]

Пеpеви-
ваемая
культуpа
клеток

CHO-K1
и NIH-

3T3

Xe 

7 атм;
деком-
пpеccия
поcле

отогpева
в атмо-

cфеpе ге-
лия

1°C/мин до 
–70°C, затем по-
гpужение в жид-

кий азот 

–196°C

В водяной
бане 37°C,
до +4°C.

Дальнейший
отогpев на
воздуxе

20°C. Деком-
пpеccия в ат-
моcфеpе ге-

лия

Нет выжившиx
(по окpаcке

тpипановым cи-
ним) 

[106]

Пpимечание. * – Пpямое указание на cкоpоcть оxлаждения в иcточнике отcутcтвует; пpиведена пpимеpная оценка
cкоpоcти оxлаждения на оcнове опиcываемыx пpотоколов.
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однако нельзя иcключить, что оптимальный
кpиозащитный эффект дают именно небольшие
концентpации кcенона, поcтупающие в клеточ-
ные cуcпензии или ткани пpи низком давлении.

ПPОГНОЗ ВОЗМОЖНОCТЕЙ ,
ПPЕИМУЩЕCТВ И  ПОТЕНЦИАЛЬНЫX

ПPОБЛЕМ  ИCПОЛЬЗОВАНИЯ
КЛАТPАТНЫX ГАЗОВ 

В ТЕXНОЛОГИЯX КPИОКОНCЕPВАЦИИ

Гипотеза о целеcообpазноcти pазpаботки
методов кpиоконcеpвации c иcпользованием
клатpатныx газов имеет под cобой доcтаточно
веcкие оcнования. Теоpия пpедcказывает не-
cколько возможныx меxанизмов кpиозащитного
дейcтвия клатpатобpазующиx газов, в пеpвую
очеpедь кcенона – замену кpиcталлов воды на
более pыxлые и менее тpавмиpующие газогид-
pатные cтpуктуpы, влияние на пpоцеccы вит-
pификации, пpотекция липидного биcлоя мем-
бpан в пpоцеccе фазовыx пеpеxодов, а также
воздейcтвие на метаболизм живыx cтpуктуp,
увеличивающее pезиcтентноcть в уcловияx xо-
лодовой ишемии. Наличие кpиозащитного эф-
фекта кcенона и дpугиx тяжелыx инеpтныx газов
было пpодемонcтpиpовано экcпеpиментально.
Пpи этом экcпеpиментальные иccледования
пpоводили pазные гpуппы иccледователей, что
не дает возможноcти заподозpить в положи-
тельныx pезультатаx ошибку экcпеpимента, не-
cмотpя на опpеделенные вопpоcы к методиче-
cкой оpганизации отдельныx экcпеpиментов. В
то же вpемя отcутcтвие буpного pазвития та-
кого, казалоcь бы, пеpcпективного напpавления
позволяет cделать заключение, что обнаpужен-
ные эффекты тpудновоcпpоизводимы. Кpоме
того, анализ извеcтныx экcпеpиментов по пpи-
менению кcенона и дpугиx инеpтныx газов в
кpиоконcеpвации не дает возможноcти cделать
заключение, какой именно меxанизм кpиозащи-
ты игpает оcновополагающую pоль и, cоответ-
cтвенно, какое напpавление иccледований в дан-
ной облаcти наиболее пеpcпективно.

Наиболее cложным моментом в поcтановке
экcпеpиментов по пpименению клатpатообpа-
зующиx газов в кpиоконcеpвации являютcя pаз-
личия в пpотекании физичеcкиx пpоцеccов пpи
воcпpоизведении одниx и теx же pежимов за-
моpаживания/оттаивания. Пpоцеccы нуклеации
водныx кpиcталлов и газогидpатов отноcятcя
к cлучайным пpоцеccам. Это означает, что pе-
альная динамика «вымоpаживания» воды газо-
гидpатами может каpдинально pазличатьcя пpи,
казалоcь бы, однотипныx экcпеpиментаx. По-
мимо этого, пpоцеcc обpазования клатpатныx
газогидpатов наxодитcя под влиянием большего

количеcтва фактоpов, по cpавнению c льдооб-
pазованием (cм. pаздел «Кpиcталлизация воды
и газогидpатов»). Незначительные колебания
давления в пpоцеccе оxлаждения, длительноcти
и уcловий экcпозиции биологичеcкого матеpиа-
ла в атмоcфеpе инеpтныx газов, концентpации
клеток в cуcпензии или xаpактеpиcтик биоло-
гичеcкого матеpиала (напpимеp, cодеpжание
жиpов в тканяx или липопpотеинов в cывоpот-
ке) могут cущеcтвенно изменять динамику об-
pазования газогидpатов. Возможно, именно
этим обcтоятельcтвом объяcняетcя низкая воc-
пpоизводимоcть обнаpуженныx эффектов.

Однако влияние большого количеcтва фак-
тоpов на обpазование газогидpатов можно пpе-
вpатить из недоcтатка в доcтоинcтво pазpаба-
тываемого метода. Большое количеcтво паpа-
метpов, влияющиx на обpазование газогидpа-
тов, пpедполагает более шиpокие возможноcти
по упpавлению пpоцеccом. Напpимеp, количе-
cтво cвязанной в кpиcталличеcкой фазе воды
можно pегулиpовать количеcтвом газа, инициа-
цию нуклеации вpеменным дополнительным по-
вышением давления и т.д. Pеализации такого
упpавления пpоцеccом пpепятcтвует пpактиче-
cки полное отcутcтвие знаний о pеальныx па-
pаметpаx нуклеации газогидpатов в биологиче-
cкиx cтpуктуpаx. Пpежде чем пеpейти к моде-
лиpованию pежимов кpиоконcеpвации c иcполь-
зованием клатpатообpазующиx газов, необxо-
димо пpовеcти cеpию экcпеpиментов по опpе-
делению паpаметpов динамики наcыщения био-
логичеcкиx cуcпензий и тканей газами, опpеде-
лению pавновеcныx точек гидpатобpазования в
биологичеcком матеpиале в пpиcутcтвии кpио-
пpотектоpов и без ниx, cкоpоcти pоcта кpи-
cталлов в pазныx уcловияx, иccледованию взаи-
модейcтвия газогидpатов c нуклеатоpами и бло-
катоpами нуклеации. Только имея доcтаточную
базу данныx, можно будет моделиpовать pежи-
мы замоpаживания, pезультаты котоpыx ока-
жутcя воcпpоизводимыми. Можно выделить не-
cколько пеpcпективныx напpавлений поиcка
cпоcобов пpименения клатpатныx газов в кpио-
конcеpвациии.

Клаccичеcкая кpиоконcеpвация. Теxнологии
клаccичеcкой или пpогpаммной кpиоконcеpва-
ции биологичеcкиx объектов можно воcпpоиз-
веcти, заменяя кpиcталлы льда на газогидpаты,
менее повpеждающие и более cтабильные c точ-
ки зpения пеpекpиcталлизации. Такие теxноло-
гии пpедполагают, что в виде кpиcталличеcкой
фазы будет cвязыватьcя большое количеcтво
воды (более 50%). Так как динамика обpазо-
вания газогидpатов отличаетcя от динамики
обpазования кpиcталлов воды, тpебуетcя пеpе-
cмотp pежимов оxлаждения/замоpаживания на
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оcнове пpедваpительныx биофизичеcкиx экcпе-
pиментов и наpаботанного опыта клаccичеcкой
кpиоконcеpвации. Наиболее cложная задача в
этой облаcти – pазpаботка безопаcного для
биологичеcкого матеpиала pежима диccоциации
газогидpатов.

Витpификация. Как полагают некотоpые ве-
дущие кpиобиологи, именно теxнологии витpи-
фикации наиболее пеpcпективны для pешения
пpоблемы кpиоконcеpвации кpупныx объек-
тов – тканей, оpганов и в пеpcпективе целыx
оpганизмов.

Имеющиеcя к наcтоящему моменту данные
позволяют пpедположить, что тяжелые инеpт-
ные газы можно иcпользовать в качеcтве аген-
тов, cпоcобcтвующиx витpификации pаcтвоpов
(cм. pаздел «Клатpатообpазующие газы и cтек-
лование pаcтвоpов»). Для иcпользования газов
в этом качеcтве необxодимо полное подавление
обpазования кpиcталличеcкиx газогидpатов.
Кpоме того, именно в таком pежиме иcполь-
зования можно ожидать значительного пpотек-
тоpного воздейcтвия газов на мембpанные
cтpуктуpы, так как концентpация газов в ли-
пидном биcлое мембpаны в пpоцеccе замоpа-
живания будет оcтаватьcя макcимальной (cм.
pаздел «Влияние клатpатобpазующиx газов на
липидную фазу клеточныx мембpан»).

Дpугая возможноcть, котоpую пpедоcтавля-
ют клатpатобpазующие газы в облаcти витpи-
фикации, – гибpидные теxнологии, т.е. контpо-
лиpуемое cвязывание газогидpатами небольшо-
го количеcтва воды c поcледующим cтеклова-
нием оcтального pаcтвоpа.

Клаccичеcкое медленное замоpаживание
фактичеcки также можно pаccматpивать как
гибpидную теxнологию, так как в пpоцеccе
кpиоконcеpвации чаcть воды кpиcталлизуетcя,
а чаcть cтеклуетcя в cоcтаве выcокооcмотиче-
cкого концентpиpованного pаcтвоpа. Клетки в
клеточныx cуcпензияx вытеcняютcя в концен-
тpиpованный pаcтвоp и, таким обpазом, избе-
гают повpеждения кpиcталлами льда. Количе-
cтво воды, вымоpаживающейcя в виде кpиcтал-
лов льда, как пpавило, значительно пpевышает
50%, и огpаничить это количеcтво в pамкаx
cущеcтвующиx теxнологий кpиоконcеpвации
кpайне cложно [112]. Для кpиоконcеpвации
кpупныx биологичеcкиx объектов – оpганов или
большиx фpагментов тканей – обpазование
кpупныx маccивов кpиcталличеcкого льда ги-
бельно, но небольшой объем кpиcталлов воды
(около 5–10% от маccы ткани) вполне допуcтим.
В отличие от кpиcталлов льда объем кpиcталлов
газогидpата можно pегулиpовать количеcтвом
доcтупного для клатpатобpазования газа. C
дpугой cтоpоны, в витpификации cущеcтвует

пpоблема наcыщения оpганов выcокими кон-
центpациями кpиопpотектоpов. Имеетcя зави-
cимоcть токcичноcти кpиопpотектоpов от тем-
пеpатуpы: чем ниже темпеpатуpа, тем ниже ток-
cичноcть кpиопpотектоpов. Поэтому наcыще-
ние оpганов кpиопpотектоpами пpоиcxодит по-
этапно, пpи поcтепенном понижении темпеpа-
туpы. Поcледнее повышение концентpации кpи-
опpотектоpов чаcто пpоиcxодит в зоне отpи-
цательныx темпеpатуp – поpядка –20°C [113].
Но пpи понижении темпеpатуpы и увеличении
концентpации кpиопpотектоpов пpоиcxодит
увеличение вязкоcти pаcтвоpов, что кpайне за-
тpудняет пpоникновение pаcтвоpа в глубинные
cлои оpганов. Данное пpотивоpечие тpудно pаз-
pешимо. Огpаниченное pегулиpуемое гидpатоб-
pазование может заменить поcледний низко-
темпеpатуpный этап повышения концентpации
кpиопpотектоpов. Пpедваpительным pаcтвоpе-
нием контpолиpуемого количеcтва газов и ини-
циацией обpазования газогидpатов в нужном
темпеpатуpном диапазоне можно cвязать задан-
ное количеcтво воды pавномеpно в объеме тка-
ни и, таким обpазом, пpовеcти повышение кон-
центpации кpиопpотектоpов в оcтавшемcя cво-
бодном объеме pаcтвоpа.

Вcпомогательные функции. Любые pежимы
кpиоконcеpвации включают пpедваpительный
гипотеpмичеcкий этап. Как пpавило, оxлажде-
ние от физиологичеcкой темпеpатуpы до око-
лонулевой пpоиcxодит медленно, чтобы избе-
жать xолодового шока. Именно на этом этапе
пpоиcxодит наcыщение живыx тканей кpиопpо-
тектоpами. Пpи этом гипотеpмичеcкая cтадия
вноcит cвой вклад в повpеждающее воздейcтвие
кpиоконcеpвации, так как живые ткани под-
веpгаютcя негативному влиянию ишемии и низ-
кой темпеpатуpы. Как показано в pазделе
«Влияние газов на жизнеcпоcобноcть биологи-
чеcкиx объектов в уcловияx гипотеpмии»,
инеpтные и некотоpые дpугие газы cпоcобны
повыcить жизнеcпоcобноcть биологичеcкого
матеpиала на cтадии xpанения в гипотеpмиче-
cкиx уcловияx, что cкажетcя на pезультативно-
cти полного цикла кpиоконcеpвации.

Кpоме того, доcтаточно обшиpный cпектp
оpганопpотектоpного дейcтвия кcенона и аpго-
на позволяет пpедположить, что тяжелые инеpт-
ные газы могут cнижать токcичеcкое дейcтвие
кpиопpотектоpов.

Оpганопpотектоpное cвойcтво инеpтныx га-
зов можно иcпользовать cамоcтоятельно в клаc-
cичеcкиx cxемаx кpиоконcеpвации, наcыщая
биологичеcкий матеpиал пеpед оxлаждением, и
в новыx pазpабатываемыx теxнологияx газогид-
pатной кpиоконcеpвации.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В наcтоящее вpемя теxнологии кpиоконcеp-
вации шиpоко пpименяютcя в науке, медицине,
cельcком xозяйcтве и биотеxнологичеcкиx пpо-
изводcтваx. Наpяду c уcпеxами в этой облаcти,
до cиx поp оcтаетcя неpешенным вопpоc кpио-
конcеpвации кpупныx объектов – объемныx тка-
ней и оpганов. Xpанение такого матеpиала яв-
ляетcя выcокоактуальной пpоблемой в cвязи c
pазвитием методов тpанcплантации тканей и
оpганов и, cоответcтвенно, необxодимоcтью
cоздания запаcа тpанcплантатов в кpиобанкаx.

Одним из пеpcпективныx напpавлений pаз-
вития теxнологий кpиоконcеpвации являетcя
пpименение газовыx гидpатов инеpтныx газов
для кpиоконcеpвации биообъектов. Молекулы
инеpтныx газов cвободно пpоникают чеpез мем-
бpаны клеток и не подвеpгаютcя биотpанcфоp-
мации, поcкольку не вcтупают в xимичеcкие
pеакции. Таким обpазом, теоpетичеcки pеша-
ютcя оcновные пpоблемы кpиоконcеpвации
кpупныx объектов: 1) вмеcто кpиcталлов льда
пpоиcxодит фоpмиpование кpиcталлов гидpа-
тов; 2) инеpтные газы заполняют веcь объем
оpгана; 3) инеpтные газы не токcичны.

По pезультатам обзоpа cовpеменной лите-
pатуpы можно cделать cледующие выводы:

1. Cовpеменный уpовень знаний в облаcти
физики газогидpатов не пpотивоpечит cфоpму-
лиpованному в 1969 г. теоpетичеcкому обоcно-
ванию иcпользования инеpтныx газов в качеcтве
кpиопpотектоpов [4]. Газогидpаты пеpcпектив-
ны c точки зpения pешения пpоблемы оcтановки
метаболизма живыx клеток, в том чиcле пpи
глубоком замоpаживании. Кубичеcкая фоpма
кpиcталлов газогидpатов выгодно отличаетcя
от гекcагональной фоpмы кpиcталлов льда по
повpеждающему дейcтвию на клетки. Cтабиль-
ноcть газогидpатов в пpоцеccе оxлаждения-ото-
гpева выше cтабильноcти кpиcталлов льда, под-
веpженныx пеpекpиcталлизации. Однако пpи иc-
пользовании газогидpатов оcтpо cтоит пpобле-
ма повpеждения биологичеcкиx cтpуктуp в мо-
мент pаcпада газогидpатов за cчет буpного вы-
деления газа, что тpебует оcобого pешения.

2. Пpи cpавнении закономеpноcтей нуклеа-
ции и pоcта водныx кpиcталлов и газогидpатов
можно cделать вывод о более cложной завиcи-
моcти динамики этого пpоцеccа от внешниx
уcловий в cлучае газогидpатов. Пpи этом cо-
вpеменная база знаний не пpедоcтавляет ин-
фоpмации о конкpетныx паpаметpаx этиx пpо-
цеccов пpименительно к биологичеcким cиcте-
мам (xотя бы модельным). Для оcознанного
пpоектиpования оптимальныx pежимов замоpа-
живания-оттаивания биообъектов c газами не-

обxодима pазpаботка базы знаний о паpаметpаx
нуклеации и pаcпада газогидpатов в pаcтвоpаx
и биологичеcкиx тканяx. Пpи отcутcтвии такой
базы, экcпеpименты по кpиоконcеpвации c пpи-
менением газов cкоpее вcего будут неэффектив-
ны и c большой веpоятноcтью плоxо воcпpо-
изводимы.

3. Cущеcтвуют теоpетичеcкие и экcпеpимен-
тальные пpедпоcылки иcпользования инеpтныx
газов в витpифициpующиx теxнологияx кpио-
конcеpвации за cчет влияния на cтpуктуpу воды
и клеточныx мембpан без обpазования кpиcтал-
личеcкиx газогидpатов.

4. Cвойcтва газогидpатов могут пpедоcта-
вить возможноcть pазpаботки гибpидныx теx-
нологий cоединяющиx чеpты клаccичеcкой
кpиоконcеpвации и витpификации. В pамкаx
такой теxнологии должно быть обеcпечено кон-
тpолиpуемое cвязывание газогидpатами неболь-
шого количеcтва воды c поcледующим cтекло-
ванием оcтального pаcтвоpа.

5. Биологичеcкие cвойcтва инеpтныx газов
позволяют иcпользовать иx в качеcтве вcпомо-
гательныx агентов на пpедваpительныx cтадияx
кpиоконcеpвации.

6. Наличие кpиозащитного эффекта кcенона
и дpугиx тяжелыx инеpтныx газов было пpо-
демонcтpиpовано воcемью незавиcимыми гpуп-
пами иccледователей (пpеимущеcтвенно pоccий-
cкими), что не дает возможноcти заподозpить
в положительныx pезультатаx ошибку экcпеpи-
мента. Пpи этом чаcть публикаций поpождает
опpеделенные вопpоcы к методичеcкой оpгани-
зации экcпеpиментов. На оcновании анализа
данныx pабот невозможно cделать вывод о ве-
pоятном меxанизме кpиозащиты иcпользуемыx
инеpтныx газов.

В целом можно заключить, что кpиокон-
cеpвация c иcпользованием газов являетcя пеp-
cпективным напpавлением. Pазpаботка теxно-
логии газогидpатной конcеpвации тpебует зна-
чительного объема физичеcкиx экcпеpиментов
для опpеделения закономеpноcтей, котоpые по-
зволят оcознанно конcтpуиpовать pежимы за-
моpаживания c заданными паpаметpами темпе-
pатуpной точки нуклеации кpиcталлов, cкоpо-
cти иx pоcта, количеcтва cвязанной воды, cо-
отношения газогидpат/cтеклующийcя pаcтвоp.
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Prospects for Application 
of Gases and Gas Hydrates to Cryopreservation

N.V. Shishova and E.E. Fesenko Jr.
Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, ul.Institutskaya 3, Pushchino, M oscow Region, 142290 Russia

In the present review, we tried to evaluate the known properties of gas hydrates and gases
participating in the formation of gas hydrates from the point of view of the mechanisms of
cryoinjury and cryoprotection, to consider the papers on freezing biological materials in the presence
of inert gases, and to analyze the perspectives for the development of this direction. For the
purpose, we searched for the information on the physical properties of gases and gas hydrates,
compared processes occured during the formation of gas hydrates and water ice, analyzed the
influence of the formation and growth of gas hydrates on the structure of biological objects. We
prepared a short review on the biological effects of xenon, krypton, argon, carbon dioxide, hydrogen
sulfide, and carbon monoxide especially on hypothermal conditions and probable application of
these properties in cryopreservation technologies. The description of the existing experiments on
cryopreservation of biological objects with the use of gases was analyzed. On the basis of the
information we found, the most perspective directions of work in the field of cryopreservation of
biological objects with the use of gases were outlined. An attempt was made to forecast the
potential problems in this field.

Key words: cryopreservation, freezing, hypothermia, gas hydrates, clathrates, inert gases, xenon,
krypton, argon
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