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Вступление микробиологии в бактериологиче-
ский период развития поставило перед исследова-
телями задачу сохранения выделенных культур ми-
кроорганизмов. Было разработано много способов 
длительной консервации, одним из которых является 
низкотемпературная консервация – замораживание 
и хранение бактерий при субнулевых температурах. 
При низкотемпературной консервации клетки под-
вергаются воздействию не только низких температур 
в диапазоне от –20 до –196 °С, но и комплекса стрес-
совых физико-химических факторов, возникающих 
вследствие фазовых переходов воды, таких как обра-
зование кристаллов льда, высокие концентрации вну-
три- и внеклеточных растворов, изменение рН сре-
ды, осмотические, концентрационные градиенты и 
другие [3, 6]. Согласно существующим сегодня пред-
ставлениям основными причинами гибели клеток 
при замораживании-оттаивании являются поврежде-
ния мембранных структур кристаллами внутрикле-
точного льда и вторичные повреждения высокими 
концентрациями внутри- и внеклеточных растворов 

(рисунок). Вклад каждого из факторов в развитие 
криоповреждений зависит от типа клетки и скорости 
охлаждения клеточных суспензий. Использование 
для консервации специальных сред с криопротекто-
рами позволяет снизить количество криоповрежде-
ний и обеспечить сохранение максимально большого 
количества живых, структурно и функционально не-
поврежденных клеток. Большинство гипотез защит-
ного действия традиционных криопротекторов осно-
ваны на свойствах последних уменьшать количество 
льда, изменять размеры и структуру кристаллов, по-
нижать температуру замерзания растворов [3, 17]. 

Целью данной работы является рассмотрение 
положительного и отрицательного опыта примене-
ния защитных сред разного состава для низкотемпе-
ратурной консервации бактерий. Главное внимание 
уделено публикациям, посвященным результатам 
длительного хранения бактерий при субнулевых 
температурах, оптимизации защитных сред для па-
тогенных бактерий и использованию соединений с 
потенциальной криозащитной активностью.
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Традиционные защитные среды для низко-
температурной консервации бактерий. Начало 
активного использования защитных сред для хране-
ния микроорганизмов при субнулевых температурах 
связано с публикацией в 1949 г. C.Polge, A.U.Smith, 
A.S.Parkes работы о защитной роли глицерина в со-
хранении эукариотических клеток после заморажи-
вания. Много соединений изучено на способность за-
щищать клетки от повреждений низкими температу-
рами. Накопленный материал позволяет рекомендо-
вать среды, эффективные для консервации бактерий. 
Современные руководства по консервации бактерий 
предлагают несколько вариантов защитных сред, 
включающих в качестве криопротекторов глицерин 
или диметилсульфоксид [10, 26]. Однако спектр при-
меняемых криопротекторов значительно шире [17]. 

Для низкотемпературной консервации бактерий 
чаще всего используют глицерин в концентрациях 
5–25 % в составе водных растворов, жидких пита-
тельных сред, в сочетании с другими криозащитны-
ми веществами [17]. Лучшей средой для консервации 
патогенных бактерий, имеющих медицинское зна-
чение, по сообщению R.K.A.Feltham et al. является 
бульон Oxoid с 10 % глицерина [14]. Выживаемость 
Escherichia coli, Serratia marcescens, Bacillus thu-
ringiensis, Pseudomonas putida, Staphylococcus aureus 
после криоконсервации в 10–15 % растворах гли-
церина при использовании оптимальных программ 
замораживания составляет 67–100 % [1, 6, 8, 20]. 
Результаты криохранения E. сoli с рекомбинантными 
плазмидами в течение 11 лет в 10 % глицерине, опу-
бликованные G.L.Koenig, показывают, во-первых, от-
сутствие достоверного снижения количества живых 

клеток в процессе хранения, во-вторых, сохранение в 
популяциях большинства штаммов структурно непо-
врежденных плазмид у 100 % тестированных клонов 
[20]. Наличие в популяциях некоторых штаммов бес-
плазмидных клеток G.L.Koenig связывает с ненад-
лежащей подготовкой культур для хранения, которая 
должна включать обязательную селекцию клонов с 
высоким уровнем устойчивости к маркерным анти-
биотикам плазмид. 

Глицерин обеспечивает длительное сохранение 
бактерий при более высоких температурах в диапа-
зоне от –20 до –80 °С. Например, количество живых 
клеток Haemophilus influenzae после года хранения в 
питательном бульоне с 25 % глицерина при –70 °С 
составляло 68 % [9]. Включение в защитную среду 
дополнительно обезжиренного восстановленного 
молока, глюкозы, дрожжевого экстракта позволило 
сохранить 86 % клеток за тот же период наблюде-
ния. По сообщению M.Votava et al. оптимальной сре-
дой хранения Haemophilus spp. при –70 °С является 
триптиказо-соевый бульон с 10 % глицерина и 40 % 
лошадиной сыворотки [27]. Штаммы Campylobacter 
jejuni сохраняют жизнеспособность в течение года 
хранения в бульоне с 15 % глицерина при –85 °С 
после 6 циклов замораживания-оттаивания [16]. 
Вирулентные свойства Flavobacterium psychrophilum 
сохранялись практически на исходном уровне после 
двух лет хранения в бульоне с 10 % глицерина при 
–80 °С [22].

Диметилсульфоксид (ДМСО) – второй по часто-
те использования компонент защитных сред, более 
токсичен для бактериальных клеток, чем глицерин, и 
требует особых условий работы [3, 17]. Используется 

Механизмы криоповреждения интактных клеток [18]
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в концентрациях не выше 5–10 % в составе водных 
растворов, жидких питательных сред [10]. Для 
Mycobacterium phlei 10 % ДМСО был лучшей сре-
дой для криоконсервации – обеспечивал выживание 
100 % клеток [5]. Для Streptomyces ruber ДМСО ме-
нее эффективен, чем глицерин – выживаемость сразу 
после криоконсервации составляла 92 и 100 % со-
ответственно. M.N.Cilmour et al. отмечают низкие 
защитные свойства ДМСО для грамотрицательных 
анаэробных бактерий [15]. 

Из группы углеводов для хранения бактерий 
при субнулевых температурах используют глюкозу, 
сахарозу, лактозу, трегалозу в концентрациях 5–15 % 
[17]. Считается, что углеводы обладают менее выра-
женными криозащитными свойствами, чем глицерин 
или ДМСО, поэтому их рекомендуют применять в со-
четании с другими протекторами. Однако защитное 
действие сахарозы сопоставимо с таковым глицери-
на и ДМСО для криоконсервации P. putida, E. coli и 
B. thuringiensis [1, 6]. Наши исследования показали 
одинаковую эффективность сред с лактозой и гли-
церином для хранения V. cholerae при –70 ○С. Среда 
Файбича с 10 % сахарозы успешно использована для 
криоконсервации Y. pestis [2]. При низкотемператур-
ном хранении H. influenzae сахароза (10 %) и лактоза 
(6 %) менее эффективны, чем глицерин [9]. 

Гемолизированная кровь, сыворотки крови жи-
вотных изучены на способность защищать бактери-
альные клетки от повреждений при замораживании. 
Согласно исследованиям R.Gorman et al. дефибрини-
рованная гемолизированная кровь лошади более эф-
фективная среда хранения C. jejuni при –85 °С, чем 
коммерческая криосистема, содержащая гипертони-
ческий криоконсервирующий раствор, после 9 меся-
цев хранения в котором живые клетки не обнаруже-
ны [16]. Защитное действие крови было ниже, чем 
питательного бульона с 15 % глицерина. Напротив, 
для Streptococcus pneumoniae гемолизированная 
кровь более предпочтительная среда хранения при 
–70 °С, чем глицериновый бульон [25].

При разработке безотмывочных технологий кон-
сервации бактерий, используемых в пищевой и ме-
дицинской промышленности, в качестве протектив-
ных сред успешно применяют питательные среды 
для культивирования, защитные свойства которых 
обусловлены их компонентами – пептоном, трипто-
ном, дрожжевым экстрактом. Выживаемость про-
мышленных штаммов бактерий родов Streptococcus, 
Baсillus, Bifidobacterium сразу после криоконсерва-
ции в питательных средах составила 51–100 % [4, 
7]. После криоконсервации штаммы Bifidobacterium 
adolescentis сохраняли основные производственные 
показатели [4]. Отмечено лишь обратимое повыше-
ние у культур первой генерации чувствительности к 
антибиотикам, кислотному стрессу, увеличение про-
должительности логарифмической фазы. По мнению 
авторов, изменения связаны с нарушением целостно-
сти и избирательной проницаемости цитоплазмати-
ческой мембраны в результате нелетальных криопов-

реждений и активным протеканием в клетках репа-
ративных процессов. После 15–20 лет криохранения 
производственных штаммов в питательных средах не 
отмечено достоверного снижения количества живых 
клеток, их продуктивной активности и дополнитель-
ного изменения признаков [7]. 

Защитные свойства питательных сред, а также 
сред с восстановленным молоком менее выражены 
при хранении бактерий в диапазоне температур от 
–20 до –80 °С [9]. Например, после года хранения 
H. influenzae в бульоне при –70 °С количество живых 
клеток снизилось до 20 %, в бульоне с 25 % глице-
рина выживало 100 % клеток [10]. Вместе с тем не-
давние исследования, проведенные сотрудниками 
нескольких лабораторий США, выявили определен-
ные преимущества использования восстановленного 
молока для хранения бактерий при субнулевых тем-
пературах [13]. Основным методом консервации па-
тогенных бактерий было хранение при –80 °С в пи-
тательных средах с 15 % глицерина или 10 % восста-
новленного молока. Из-за перебоев в электроснабже-
нии в Новом Орлеане после ураганов Катрина и Рита 
размороженные образцы вынужденно хранились при 
температуре 28–30 °С. Через месяц наибольшее ко-
личество штаммов было восстановлено именно из 
сред с восстановленным молоком. Позднее проведе-
ны эксперименты, которые подтвердили, что включе-
ние в защитные среды восстановленного молока уве-
личивает период сохранения клетками Pseudomonas 
aeruginosa, E. coli, Salmonella enterica жизнеспособ-
ности после размораживания и хранения при темпе-
ратурах 25–30 °С. Живые клетки таких видов, как 
С. jejuni, S. pyogenes, не были обнаружены в образ-
цах с глицерином уже после 5 дней хранения, в то 
время как их концентрация в пробах с молоком со-
ставила не менее 106 КОЕ/мл через 49 дней хранения 
в вышеуказанных условиях.

Новые защитные среды для низкотемпе-
ратурной консервации бактерий. Несмотря на 
успешное применение для консервации бактерий 
защитных сред с рассмотренными выше криопро-
текторами, проводятся исследования, направленные 
на поиск новых природных нетоксичных для клеток 
соединений, включая естественные протекторы, обе-
спечивающие выживание микроорганизмов в стрес-
совых условиях. 

К группе таких веществ относится глицин-бе-
та ин. Первоначально он был идентифицирован как 
органический осмопротектор, участвующий в под-
держании объемного гомеостаза клеток в средах с 
высокими концентрациями осмотически активных 
веществ, а позднее у него выявлены криозащитные 
свойства. В отличие от глицерина и ДМСО глицин-
бетаин не токсичен для бактериальных клеток. 
Считают, что он предотвращает холодовую агрега-
цию белков, поддерживает оптимальную текучесть 
мембран при низких температурах, обеспечивая их 
полноценное функционирование при физиологиче-
ски не оптимальных температурах [11]. 
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Экспериментальных данных о защитной роли 
глицин-бетаина при низкотемпературной консер-
вации еще недостаточно. В работе D.Cleland et al. 
представлены результаты изучения протективного 
действия 6 % водных растворов глицин-бетаина на 
галофильные архебактерии при криоконсервации, 
согласно которым он так же эффективен, как и 10 % 
растворы глицерина [12]. К сожалению, в работе не 
представлены результаты по криоконсервации бакте-
рий, имеющих медицинское значение. Однако сре-
ды с глицин-бетаином более эффективно защищали 
Neisseria gonorrhoeae и S. pneumoniae при сублима-
ции – высушивании из замороженного состояния, 
чем традиционные среды с обезжиренным молоком, 
трегалозой и декстраном. 

Защитное действие глицин-бетаина под-
тверждено исследованиями V.M.Sheehan et al. [23]. 
Выживаемость клеток Lactobacillus salivarius с ги-
бридной плазмидой, содержащей гены транспортной 
системы глицин-бетаина L. monocytogenes betL, по-
сле хранения при –20 и –70 °С выше, чем у бесплаз-
мидного штамма. Повышенную устойчивость клеток 
к замораживанию связывают с накоплением в клет-
ках глицин-бетаина.

В работе С.Н.Филипповой и соавт. на нали-
чие криозащитных свойств для бактерий изучен 
4н-гексил резорцин – химический аналог бактериаль-
ного фактора d1, выполняющий в клетках функцию 
аутоиндуктора анабиоза [5]. При накоплении до по-
рогового значения в среде роста фактора d1, напри-
мер, в стационарной фазе, происходит понижение 
функциональной активности клеток, переход вегети-
рующих клеток в состояние метаболического покоя, 
характеризующееся повышенной устойчивостью к 
стрессовым факторам. Исследования показали, что в 
концентрациях, не оказывающих значительного ток-
сического действия на клетки, 4н-гексилрезорцин не 
обладает выраженными защитными свойствами для 
бактерий. 

В последние годы большое внимание уделяет-
ся изучению механизмов устойчивости к низким 
температурам и замораживанию психрофильных 
микроорганизмов и мезофильных, часть жизненного 
цикла которых может проходить при низких темпе-
ратурах [11, 18, 19, 21]. Знание механизмов устойчи-
вости может стать основой для совершенствования 
методов низкотемпературной консервации живых 
организмов. Большой потенциал для низкотемпера-
турной консервации могут иметь белки холодовой 
акклиматизации, криопротективные липополисаха-
риды, белки-антифризы, вещества, контролирующие 
образование и рост кристаллов льда, которые вы-
явлены у психрофильных микроорганизмов, насе-
ляющих экологические ниши Арктики и Антарктики 
[11, 18]. Сегодня некоторые из них используются 
в экспериментальных исследованиях с хорошими 
результатами. Защитные свойства полисахарида 
(Р-21653), выделенного из арктической бактерии 
Pseudoalteromonas arctica, были выше, чем глице-

рина при замораживании клеток E.coli до –70 °С 
[19]. После трех циклов замораживания-оттаивания 
в присутствии 0,1, 0,5, 1 % Р-21653 жизнеспособ-
ность сохранили соответственно 83, 91, 98 % клеток 
E. coli, а в 20 % глицерине только 43 %. Собственный 
экзополисахарид арктической бактерии Colwellia 
psychrerythraea лучше защищал клетки от гибели 
при замораживании до –80 °С, чем глицерин [21]. 
Исследования S.Shimodori показали, что защитное 
действие низкомолекулярного белка, выделенного из 
раковины креветки Metapenaeus eusis, приблизитель-
но в 100 раз выше, чем глицерина, ДМСО при замо-
раживании Vibrio cholerae до –20 °С [24]. 

В заключение хочется отметить, что рекомендо-
ванные составы криозащитных сред должны быть 
апробированы, а при необходимости оптимизиро-
ваны для поддерживаемых видов бактерий и вы-
бранной температуры хранения. Несмотря на то, что 
ведущей тенденцией в современной криобиологии 
является отход от эмпирических принципов иссле-
дования, подбор защитных сред для бактерий про-
водят опытным путем. Выбор защитной среды дол-
жен основываться на высоком уровне выживаемости 
клеток после консервации и в течение последующе-
го хранения, стабильности фенотипических свойств 
и генетической организации. Проводимые исследо-
вания должны учитывать накопленный опыт и со-
временные представления о механизмах, лежащих в 
основе криоповреждений и криозащиты.
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