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клеток значительно снижено, время под-
вижного состояния после процедуры замо-
раживания-оттаивания для вариантов кри-
озащитного раствора 1 и 3 не отличается 
от свежей спермы. C, D - параметры крис-
таллов, образующихся в режимах охлаж-
дения 1, 2, показанных на рис 1. 

Медленное (5° С/мин) охлаждение 
(светлые столбцы) и быстрое (150° С/мин) 

охлаждение (темные столбцы). При сверх-
быстром (около 3000° С/мин) охлаждении 
в тонком слое среды (режим 3) кристаллы 
не образуются
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РЕЗЮМЕ
Изучали влияние добавочных компонентов криозащитной среды и скорости ее охлаждения на крио-
консервацию спермы рыб. Показано, что скорость охлаждения и дополнительные компоненты кри-
озащитной среды могут эффективно влиять на размер и форму кристаллов льда и выживаемость 
спермиев после процедуры замораживания-оттаивания.

ABSTRACT
Influence of additional components and velocity of the cooling on freezing cryoprotective medium has been 
studied using a cryomicroscopy technique. It has been shown that additional components and cooling rate 
on the freezing of cryoprotective medium fundamentally change the ice crystal area and survival of fish 
spermatozoa at procedure of freezing-thawing.
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В настоящее время интенсивно исполь-
зуются методы лечения тяжелых форм 
различных заболеваний (анемия, наруше-
ния гемопоэза, иммунодефициты и др.) с 
помощью клеток костного мозга, кото-
рые могут развиваться в различные клет-
ки крови [8].

Замораживание в жидком азоте с кри-
опротектором позволяет хранить клетки 
донора в течении нескольких лет [7, 8].

В настоящее время для криоконсерви-
рования клеток костного мозга человека 
используются диметилсульфоксид (ДМ-
СО), полиэтиленоксид М.м. 400 (ПЭО-
400), глицерин и другие криопротекторы 
[2, 3]. В ветеринарии еще не разработаны 
методы криоконсервирования костного 
мозга, хотя этот вопрос является актуаль-
ным и перспективным.

Цель исследования - оценить чувстви-
тельности клеток костного мозга собак к 
действию некоторых криопротекторов, а 
так же выявить их сохранность после за-

мораживания в жидком азоте.
Конечная концентрация ДМСО при до-

бавлении к суспензии костного мозга была 
10%, 7%, 5%, ПЭО-400 - 10%, 15%, 20% , 
глицерин 10%, 20%, 30%. Инкубация с ДМ-
СО проводилась 10 минут, ПЭО-400 и гли-
церином 30 минут в условиях + 4° С.

Замораживание проводилось двухсту-
пенчато: первый этап - погружение в па-
ры азота (-80° С, температура контроли-
ровалась термопарой), второй этап пог-
ружение в жидкий азот [4-8]. Разморажи-
вание проб производили на водяной ба-
не +41° С при постоянном покачивании в 
течении 1-3 минут.

Удаление криопротектора из суспензии 
проводили с помощью рабочей среды, до-
бавленной в 5-10 кратном объеме к суспен-
зии с дальнейшим центрифугированием.

Как метод оценки сохранности клеток 
костного мозга применяли прижизненную 
окраску с трипановым синим. Средний по-
казатель сохранности клеток в свежеполу-
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ченной суспензии 98,25±0,3%. Количество 
клеток в суспензии подсчитывали в каме-
ре Горяева [1].

Показано, что процесс замораживания-
отогрева без криопротектора оказывается 
очень неблагоприятным для клеток кост-
ного мозга собак. После указанного про-
цесса сохраняется только 6% клеток. Это 
обуславливает применение криопротекто-
ров для замораживания.

Установлено, что все исследованные 
криопротекторы не оказывают сущест-
венного влияния на жизнеспособность кле-
ток костного мозга собак. После действия 
криопротектора их сохранность не отлича-
лась существенно от показателей в свеже-
полученной суспензии и составляла от 87 до 
92%. Наиболее «щадящими» были 10% рас-
творы глицерина и ПЭО-400, сохраняющие 
до 92% клеток костного мозга собак. 

Однако самым эффективным криопро-
тектором при криоконсервировании ока-
зался ДМСО. В частности, после замора-
живания в присутствии 7% ДМСО сохран-
ность клеток составляла до 83%. ПЭО-400 
и глицерин оказались менее эффективны-
ми. В присутствии глицерина сохраняется 
только 59% клеток костного мозга, а ПЭО 
сохраняет до 74%. Наименьший показа-
тель сохранности в пробах, замороженных 
под защитой 30% глицерина – 45%.

Известно, что ДМСО – низкомолеку-
лярное вещество, проникающее в клет-
ку (эндоцелюлярный криопротектор) [2]. 
Хотя он обеспечивает эффективную за-
щиту при криоконсервации, однако обла-
дают токсическими свойствами [14]. Этим 
объясняется несколько высокая чувстви-
тельность клеток костного мозга собак к 
ДМСО при инкубации, по сравнению с гли-

церином и ПЭО-400. Поэтому концентра-
ции 5-7% ДМСО считают наиболее прием-
лемыми для гемапоэтических клеток при 
кратковременной экспозиции [5].

Глицерин также как и ДМСО относит-
ся к проникающим криопротекторам. Его 
токсический эффект менее выражен и 
проявился только в пробах с высокой кон-
центрацией вещества. Однако он оказался 
менее эффективным криопротектором.

Известно, что проницаемость плаз-
матических мембран для глицерина при 
температурах близких к 0° С, у большинс-
тва типов клеток существенно снижена, и 
в этом случае глицерин действует толь-
ко как экзоцелюлярный криопроткетор 
[2]. Видимо, этим можно объяснить низ-
кую сохранность клеток костного мозга 
собак после криоконсервации в присутс-
твии глицерина.

ПЭО-400 – не проникающий криопро-
тектор, обладающий низкой токсичнос-
тью. Он оказался достаточно эффектив-
ным (сохранность до 74%) при заморажи-
вании, но не на столько как ДМСО.

Выводы
Таким образом установлено, что со-

хранность клеток костного мозга собак, 
замороженных в жидком азоте без приме-
нения криопротекторов, чрезвычайно ма-
ла, что подтверждает необходимость при-
менения криозащиты.

Большая сохранность клеток костного 
мозга собак была после инкубации с гли-
церином и ПЭО-400.

Все криопротекторы оказали защитное 
действие, сохраняя до 70% сохранных кле-
ток. ДМСО оказался более эффективным 
криопротектором, обеспечив наибольшую 
сохранность клеток после замораживания.

SUMMARY
The viability of dog`s bone marrow cells after incubation with cryoprotectants and cryoconservation in 
liquid nitrogen have been studied. The method uses DMSO, PEO-400, glycerol as cryoprotectants. It has 
been found that the viability of dog`s bone marrow cells after cryoconservation in liquid nitrogen without 
cryoprotectant was very small – 5%. The 7% DMSO was most effective then other and protected more then 
80% of cells.
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