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Использование сахаров при консервации 
биоматериалов
Первые попытки разработать технологию высу-

шивания биоматериала были связаны с использо-
ванием трегалозы и других сахаров для сохранения 
жизнеспособности клеток. Были получены некото-
рые многообещающие результаты. Так, лиофильно-
высушенные в присутствии трегалозы мышиные 
сперматозоиды были успешно использованы для 
искусственного оплодотворения и получения жиз-
неспособного потомства [2]. Использование трега-
лозы стабилизировало ДНК в соматических клетках 
овцы при их высушивании: при переносе генетиче-
ского материала из клеток, хранившихся 3 года при 
комнатной температуре, в безъядерные ооциты фор-
мировались нормальные бластоциты [3]. Однако в 
обоих случаях клетки, используемые в качестве до-
норов генетического материала, были нежизнеспо-
собными. С другой стороны, лиофилизированные в 
присутствии трегалозы безъядерные клетки (эритро-
циты и тромбоциты) восстанавливали метаболиче-
скую активность после регидратации [4, 5]. Другие 
исследователи получили противоречивые данные об 

Сохранение живых клеток, тканей и органов в те-
чение длительного времени является необходимым 
для их клинического использования. Технологии крио- 
заморозки, которые широко используются в настоя-
щее время, имеют ряд недостатков и ограничений, 
в связи с чем возникла необходимость разработки 
более эффективных методов сохранения биома-
териала – биомолекул, клеток, тканей и органов –  
на протяжении длительного времени. 

В зависимости от типа клеток (прокариотиче-
ские/эукариотические, ядерные/безъядерные) для 
поддержания жизнеспособности культур используют 
различные методы: от периодического пересева на 
свежую среду до лиофилизации и криозаморозки [1]. 
Каждый метод имеет ряд недостатков, главными из 
которых являются: 1) потребность в дорогостоящем 
оборудовании для поддержания низкой температу-
ры, особенно при транспортировке; 2) поврежде-
ние биоматериала при замораживании-оттаивании;  
3) трудоемкость; 4) угроза контаминации. Альтерна-
тивой существующим методам может служить хра-
нение биологического материала в обезвоженном 
виде при комнатной температуре. 
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Достижения в области клеточной трансплантологии, 
генной и тканевой инженерии делают биологический мате-
риал различного происхождения важным терапевтическим 
инструментом в клинической практике. Сохранение жиз-
неспособности клеток в настоящее время достигается их 
замораживаем при -80°С или в жидком азоте. Технология 
криозаморозки является дорогостоящей и имеет значи-
тельные ограничения при транспортировке биоматериала. 
Альтернативой криотехнологии может служить сохранение 
биологического материала в обезвоженном состоянии при 
комнатной температуре. Существует ряд организмов, спо-
собных выживать при полной потере воды. Знание меха-
низмов, лежащих в основе толерантности к обезвожива-
нию, позволит разработать технологии хранения молекул, 
клеток и органов млекопитающих в обезвоженном состоя-
нии для их дальнейшего использования в медицине, фар-
макологии и биотехнологии. 

Ключевые слова: криптобиоз, культуры клеток, обез-
воживание.

To date, advances in the field of tissue engineering, 
cell transplantation and genetic engineering have made 
the biological materials of different origin an important 
therapeutic tool in clinical medicine. Currently, cells 
preservation is achieved by freezing at -80°С or in liquid 
nitrogen. Cryopreservation technology is expensive and 
has considerable limits during transportation. Preservation 
of viable biological material in dry state under ambient 
temperature is considered as attractive, but yet fully 
achieved alternative. There are organisms which are able to 
survive complete water loss. Understanding of mechanisms 
underlying dehydration tolerance will allow the development 
of dry preservation technology for molecules, cells and 
organs, and further use of these methods in medicine, 
pharmacology and biotechnology.
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основные закономерности ангидробиоза на клеточ-
ном и молекулярном уровнях [22]. Изучение всех 
механизмов, лежащих в основе криптобиоза у жи-
вотных, является ключевым фактором разработки 
эффективной технологии презервации чувствитель-
ных к обезвоживанию клеток. Рассмотрим основные 
компоненты роль которых в индукции и поддержании 
криптобиоза, установлена. 

Механизмы криптобиоза

Большинство организмов, способных к ангидроби-
озу, накапливают большое количество трегалозы во 
время дегидратации – около 10–20% сухой массы 
тела [20–23]. Трегалоза замещает связанную и сво-
бодную воду в клетках, способствуя «застекловыва-
нию» и поддержанию структуры клеточных мембран 
и белков. Важным свойством трегалозы является 
высокая растворимость, низкая реакционная способ-
ность и низкая тенденция к кристаллизации. Среди 
сахаров и высокомолекулярных спиртов трегалоза 
может обеспечить эффективную защиту при обезво-
живании из-за способности замещать воду и фор-
мировать стеклоподобную структуру. Таким образом, 
сахар заполняет пространство в клетке и позволяет 
упаковать клеточные компоненты, предотвращая их 
повреждение и агрегацию биологических молекул. 
Считается, что трегалоза стабилизирует биологиче-
ские мембраны и липосомы. Мембраны, высушен-
ные в присутствии трегалозы в концентрации, при-
сущей животным-ангидробионтам, не подвергались 
морфологическим повреждениям, включая слияние 
везикул во время высыхания [20]. Таким образом, 
трегалоза является самой эффективной молекулой 
для сохранения мембран при высушивании, по-
скольку действует как протектант при более низких 
концентрациях, чем другие дисахариды. Трегалоза 
также стабилизирует лабильные белки во время 
дегидратации [24]. При этом трегалоза взаимодей-
ствует с сухими белками, посредством образования 
водородных связей между гидроксильной группой 
сахара и полярным остатком белка. Кроме того, тре-
галоза может эффективно ингибировать окисление 
белков и ненасыщенных жирных кислот в состоянии 
обезвоживания [25]. Таким образом, трегалоза мо-
жет выполнять протекторную роль в стабилизации 
белков и мембран и поддержании долговременного 
ангидробиоза в клетках.

Белки теплового шока (HSP) действуют как 
молекулярные шапероны в регуляции клеточного 
гомеостаза и формировании устойчивости к стрес-
сам. Известно, что HSP-белки аккумулируются в 
клетках семян растений в ответ на высыхание [26]. 
Показано, что в личинках P. vanderplanki шаперо-
ны hsp90, hsp70, hsc70, hsp60, а также малые 
HSP (hsp20 и hsp23) экспрессируются во время 
инициации ангидробиоза и выхода из него [27]. 
Индукция экспрессии hsp26 в цистах артемий и 
hsp70 у тихоходок обнаружена во время высыхания 
[28, 29]. Также имеются данные об отсутствии или 
уменьшении экспрессии HSP во время высыхания 
[30]. Возможно синергическое действие HSP и 
других макромолекул для обеспечения успешного 
ангидробиоза и, кроме того, экспрессия HSP может 
быть видоспецифична. 

Длительное время считалось, что Lea-белки (Late 
embryogenesis abundant) характерны только для рас-
тений. Они продуцируются в большом количестве 

отсутствии эффекта добавления трегалозы на сте-
пень выживаемости клеток мышей при их лиофили-
зации [6]. Внутриклеточная трегалоза увеличивала 
осмотолерантность, но не толерантность к высуши-
ванию [7]. Были получены данные, что для увеличе-
ния степени жизнеспособности клеток необходимо 
присутствие трегалозы на обеих сторонах клеточ-
ной мембраны [8–10]. Поскольку клетки млекопи-
тающих непроницаемы для трегалозы, разработано 
несколько подходов для эффективного введения 
сахара внутрь клеток, включая трансфекцию [11], 
экспрессию транспортеров [12], введение пор [8], 
активацию нативных транспортных каналов [10, 13], 
микроинъекции [14], эндоцитоз [15, 16]. Отметим, 
что использование трегалозы в большинстве работ 
являлось попыткой оптимизации процедуры лиофи-
лизации (что подразумевает заморозку образца и 
последующее высушивание в вакууме), а не созда-
ния новой технологии консервации. Последнее под-
разумевает временную приостановку метаболизма и 
иммобилизацию структур клеток. При этом при реги-
дратации свойства и функции биомолекул в клетках 
должны быть полностью восстановлены. 

Криптобиоз

Периоды отсутствия активности и подавления 
метаболизма является широко распространенным 
явлением как у растений, так и у животных. Со-
стояние организма, при котором метаболизм прак-
тически не регистрируется – криптобиоз – связан с 
физическим состоянием воды в клетке. Различают 
ангидробиоз – полную потерю воды (остаток воды 
в организме менее 5%), осмобиоз – торможение 
метаболизма, вызванное осмотическим стрессом 
и криобиоз – замерзание. Исключение составляет 
аноксибиоз – замедление метаболизма а результате 
отсутствия воздуха, которое происходит в условиях 
нормального состояния воды в клетке. Появление и 
эволюция криптобиоза происходила независимо не-
сколько раз внутри царства бактерий и одноклеточ-
ных, а также многоклеточных растений (мхи, лишай-
ники, печеночники, высшие растения) и животных 
(нематоды, коловратки, тихоходки, ракообразные и 
насекомые) [17–19]. 

Хорошо изученной формой криптобиоза являет-
ся ангидробиоз – ответ на потерю воды в клетках. 
Способность к индукции ангидробиоза присуща орга-
низмам разного уровня сложности: споры бактерий 
и грибов, семена и вегетативные органы некоторых 
растений (плаунки), яйца турбеллярий, нематоды, 
коловратки, тихоходки, ногохвостки, цисты прими-
тивных ракообразных, включая артемий, личинки 
хирономиды [20]. Некоторые организмы индуцируют 
криптобиоз на определенной стадии эмбрионально-
го или постэмбрионального развития (эпифии и по-
коящиеся яйца некоторых ракообразных), другие на 
любом этапе жизненного цикла (тихоходки, колов-
катки), третьи – на определенной стадии развития 
(личинки хирономиды). Общим свойством этих ор-
ганизмов является их малый размер (менее 1 мм), 
особенно в состоянии криптобиоза. Самым крупным 
криптобиотическим насекомым, культивируемым в 
лабораторных условиях, является личинка хироно-
миды Polipedilum vanderplanki – ее размеры достига-
ют 7–8 мм в длину.

Разработка метода культивирования хирономид 
в лабораторных условиях позволила установить 
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Перспективы

Установленные механизмы криптобиоза позволят 
разработать эффективную методику сохранения кле-
ток и тканей млекопитающих. Большинство работ в 
этой области связаны с использованием трегалозы 
в качестве биопротектанта. Становится очевидным, 
что одной трегалозы не достаточно для сохранения 
жизнеспособности биоматериала при высушивании. 
Показано, что использование трегалозы совмест-
но с галлатом эпигаллокатехина – полифенолом, 
выделенным из зеленого чая, обладающим анти-
оксидантным действием, значительно увеличива-
ло жизнеспособность клеток крови человека при 
их лиофилизации. Авторы предположили, что это 
связано со способностью антиоксиданта стабилизи-
ровать мембраны при лиофилизации и его синерги-
ческим действием с трегалозой [44]. Добавление в 
среду трегалозы совместно с каталазой оказывало 
положительное действие на жизнеспособность, вос-
становление клеток костного мозга мыши после за-
морозки. Их действие благоприятно сказывалось на 
миграции и прикреплении клеток крови человека 
[45]. Авторы объясняют этот эффект предотвраще-
нием клеточной гибели в результате индукции апо-
птоза. Добавление трегалозы и каталазы в среду для 
криозаморозки клеток крови человека приводило к 
увеличению сохранности клеток и способствовало 
их миграции и адгезии [46]. Экспрессия стрессового 
белка р26 из артемии увеличивала выживаемость 
эмбриональных клеток почек человека после высу-
шивания и последующией регидратации в присут-
свии трегалозы [47]. Пептид, полученный на осно-
ве последовательности Lea-белка из хирономиды  
P. vanderplanki, способствовал предотвращению 
агрегации лизосом вследствие потери воды. Более 
того, пептид оказывал подобное действие при высу-
шивании белка α-казеина [48]. 

Показано, что клетки жирового тела хирономиды 
P. vanderplanki выживают при полном высыхании 
даже при удалении центральной нервной системы, 
указывая на то, что каждая клетка автономно кон-
тролирует запуск программы ангидробиоза [49]. 
Это позволит получить культуры клеток ангидробио-
тического насекомого, что может обеспечить успех 
при разработке технологии сохранения клеток в вы-
сушенном состоянии. Так, японские ученые впервые 
получили клеточные линии из ангидробиотического 
насекомого P. vanderplanki. Клетки сохраняли жиз-
неспособность при почти полном высыхании, хотя 
и с низкой частотой, и были неспособны пролифе-
рировать после регидратации [50]. Таким образом, 
данные свидетельствуют о том, что перспективным 
путем повышения устойчивости клеток высших эу-
кариот к обезвоживанию будет комплексное внедре-
ние в них трегалозы, LEA-белков и антиоксидантов, 
имитируя естественные процессы, происходящие в 
криптобиотической хирономиде.

Заключение

Изучение организмов, способных к индукции анги-
дробиоза, позволило установить основные механиз-
мы, обеспечивающие их выживание при обезвожи-
вании. Эти исследования открывают значительные 
перспективы в биотехнологии и способствуют ста-
новлению нового направления – криптобиотиче-
ской инженерии, связанной с развитием методов 
сохранения биологического материала, который  

(до 4% общего белка) во время развития семян, 
участвуют в приобретении устойчивости к обезво-
живанию в семенах, пыльце и у плаунковых, толе-
рантности к другим видам стрессов [31]. В 2002 г. 
белок, относящийся к семейству Lea, был обнаружен 
у нематоды [32], позже появились доказательства 
присутствия этих белков у других видов животных 
[33]. Считается, что Lea-белки действуют как моле-
кулярные шапероны: их суперскрученная структура 
формирует спирали и филаменты, ассоциированные 
с цитоскелетом, усиливая механическую силу кле-
ток [34]. Показано, что эти белки предотвращают 
необратимую агрегацию других белков при обезво-
живании in vitro, действуя как молекулярный щит 
[35]. В личинках P. vanderplanki многие Lea-белки 
экспрессируются во время индукции криптобиоза: 
транскрипты, соответствующие Lea-белкам состав-
ляют 12% общих генов, экспрессирующихся после 
12 ч обезвоживания [36]. Показано, что Lea-белки 
формируют стекловидное вещество, стабилизируя 
трегалозный стекловидный матрикс. Потенциальные 
Lea-белки обнаружены также у криптобиотических 
тихоходок [37]. 

Во время обезвоживания продуцируется боль-
шое количество активных форм кислорода, которые 
служат источником окислительного стресса. Анализ 
EST баз данных показал, что во время криптобиоза 
P. vanderplanki экспрессируется большое количество 
генов, связанных с окислительным стрессом [38]. 
В частности, идентифицированы каталаза, глутатион 
пероксидаза и несколько супероксиддисмутаз, экс-
прессия которых усиливалась во время обезвожива-
ния [36, 38]. Вероятно, это происходит вследствие 
увеличения концентрации АФК при обезвоживании. 
Накопление антиоксидантов, активность которых  
сохраняется в обезвоженной личинке, может быть 
одним из ключевых факторов, обеспечивающим 
выживание организмов при высыхании. Это согла-
суется с данными, полученными при исследовании 
цианобактерий, нематод, семян и клеток растений, 
способных к криптобиозу [39, 40]. Продукция анти-
оксидантов играет ведущую роль в минимизации 
окислительных повреждений биомолекул для успеш-
ного протекания криптобиоза. 

Стресс, который испытывают клетки при обез-
воживании, служит причиной повреждений ДНК, 
которые элиминируются после регидратации [38]. 
Было продемонстрировано, что ряд генов, в частно-
сти rad23 и rad51, отвечающих за репарацию ДНК, 
экспрессируются при переходе в состояние крип-
тобиоза и при регидратации. Механизм репарации 
неясен. Считают, что происходит восстановление 
фрагментированной ДНК системой репарации кле-
ток, либо поврежденные клетки элиминируются по 
пути апоптоза, позволяя интактным клеткам про-
лиферировать. Теория наличия высокоактивной си-
стемы репарации у животных ангидробионтов вы-
сказывалась несколькими исследователями [20, 
41, 42]. Обычно репарация ДНК происходит менее 
чем за 24 ч, либо индуцируется процесс апоптоза 
или некроза [43]. У личинок хирономиды полная 
репарация ДНК занимает более 48 ч, при этом не 
происходит индукции апоптоза. Механизм репрес-
сии апоптоза у личинок не известен. Возможно ре-
гуляция апоптоза и индукция репарации ДНК после 
регидратации являются важными факторами крип-
тобиоза.
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является чувствительным к обезвоживанию. Важной 
биотехнологической задачей является подбор сред, 
включающих все необходимые компоненты для под-
держания криптобиоза. Кроме того, необходимым 
условием является разработка оптимального метода 
высушивания, который не приводит к повреждению 
клеточных мембран, белков и нуклеиновых кислот. 
Исследования в этой области приведут к развитию 
технологий безводного хранения клеток, тканей и ор-
ганов млекопитающих при комнатной температуре, и 
будут инновационным прорывом в области клеточной 
инженерии, трансплантации тканей и органов.
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