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Аннотация. Представлен критический обзор методов хранения микроорганиз-
мов, практикуемых в международных, национальных, региональных, инсти-
тутских и университетских коллекциях живых культур. Описаны факторы, 
значимые на этапе подготовки выбранных для консервации микробных куль-
тур и влияющие на исход их хранения. Рассмотрены пути совершенствования 
методов хранения микроорганизмов, которые могут быть полезными в прак-
тической работе. 
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Abstract. There is a critical review of microorganism storage procedures that are 
commonly used by international, national, local, college and university collections 
of living cultures. Significant factors for preparing selected microbial cultures to be 
preserved, and for the storage outcome, are described. Approaches allowing the im-
provement of available storage procedures to become practically valuable are under 
consideration.   
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Введение  

Несмотря на постоянное углубление наших знаний в области генетики, 
биохимии, физиологии и экологии микроорганизмов, мы все еще далеки от 
понимания полной картины о процессах, ответственных за обратимый пере-
ход клеток микроорганизмов в анабиотическое состояние. Примерно за  
60-летнюю историю активного изучения мира микроорганизмов и создания 
их коллекций накопились достаточно общие, но все еще не вполне четкие, по 
нашему мнению, представления по управлению процессами консервации и 
восстановления жизнеспособности каждого конкретного организма. Сопос-
тавляя количество вновь открываемых или создаваемых рекомбинантных 
микроорганизмов с весьма немногочисленными приемами их хранения, осно-
ванными на общебиологических представлениях о строении и физиологии 
микробных клеток, становится понятным явное отставание знаний в области 
конкретных подходов. Объем работ по исследованию структурно-функци-
ональных перестроек клеток микроорганизмов под воздействием факторов 
консервации-реактивации, интерес к которым начал стремительно расти в 
60–70 гг. (вероятно, после нахождения живых микробов во льдах Арктики, а 
также благодаря растиражированной в прессе и в кинематографии возможно-
сти продления жизни с помощью замораживания организмов 1–8), сущест-
венно уменьшился уже в конце 80-х гг. прошлого столетия. Накопленного ба-
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гажа знаний в этой области могло, на первый взгляд, оказаться достаточно, 
чтобы вполне удовлетворительно применять его десятилетиями в практиче-
ской работе.  

Так, весьма богатый опыт работы с коллекциями [9–15] свидетельству-
ет о том, что ряд современных методов консервации оказывается относитель-
но эффективным при поддержании лабораторных культур микроорганизмов. 
Однако эффективная консервация с полным сохранением популяций и гено-
мов представляет собой проблему, особенно если учесть необычайное физио-
логическое разнообразие микроорганизмов, а также то, что способность со-
хранять жизнеспособность в определенных условиях оказывается связана не 
только с родом и видом микроорганизма, но нередко с его расой [16, 17]. По-
этому, как бы ни был ценен эмпирический опыт по поддержанию культур, 
актуальной остается и попытка анализа природных процессов, в ходе кото-
рых многие микроорганизмы успешно сохраняются в природе, несмотря на 
весьма жесткие там условия, отнюдь не способствующие активной их жизне-
деятельности. Механизмы этих процессов в отдельных более хорошо изучен-
ных случаях столь эффективны, что обеспечивают сохранение микроорга-
низмами жизнеспособности и генетической стабильности в течение весьма 
длительных сроков [18]. В целом практика консервации, развивавшаяся на 
протяжении многих десятилетий, эмпирически выработала ряд приемов, в 
различной степени соответствующих тем механизмам погружения клеток в 
анабиотическое состояние, которые были выявлены (и продолжают выяв-
ляться) при изучении образования, свойств и прорастания специализирован-
ных покоящихся клеток микроорганизмов. 

Однако, как нам представляется, используются не все возможности, 
равно как и не все их комбинации. Существующая практика консервации 
ориентируется обычно на задачу создания по возможности немногочислен-
ных и специализированных приемов, позволяющих перевести в анабиотиче-
ское состояние вегетативные клетки разнообразных микроорганизмов. 

По современным сведениям, более 99 % микроорганизмов, обитающих 
в окружающей среде, плохо культивируются в искусственных условиях 19–
22. Это так называемые некультивируемые микроорганизмы, исследование 
которых сопряжено с необходимостью их сохранения, что предполагает 
соответствующие работы по выбору условий консервации-реактивации. 

В связи с указанным работы по выяснению более четких представлений 
по управлению процессами консервации и восстановления жизнеспособности 
конкретных микроорганизмов сохраняют актуальность, внося существенный 
теоретический и практический вклад в проблему сохранения все увеличи-
вающегося биологического разнообразия. Чтобы сравнить эффективность 
существующих методов консервации, выявить возникающие проблемы, а 
также обозначить современные тенденции по совершенствованию методов 
хранения, целесообразно провести анализ методов консервации микроорга-
низмов, практикуемых в мире. 

Поддержание штаммов в рабочем состоянии, сохранение их ценных 
свойств являются важными условиями практически любой работы с микро-
организмами – от первичного изучения до использования их в производстве 
различных биопрепаратов. В данной работе мы приводим краткий обзор ли-
тературы по методам хранения микроорганизмов 12, 15, 23–31, опустив 
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наиболее очевидные для специалистов детали и больше уделив внимания их 
критической оценке. 

1 Методы непродолжительного хранения микроорганизмов 

Методы непродолжительного хранения являются одними из самых 
простых, не требующих дорогостоящего оборудования и в то же время неза-
менимых в повседневной работе с микроорганизмами. 

Субкультивирование, или метод перевиваемых культур 

Субкультивирование, или периодический пересев на свежие агаризо-
ванные среды, относится к старейшим и давно уже ставшим традиционными 
методам поддержания и сохранения бактериальных культур как в лаборатор-
ных, так и промышленных условиях. Интервал между пересевами зависит от 
микроорганизма, используемой среды, температурных условий хранения.  

Поддерживающая среда. Предпочтительнее использовать минималь-
ные среды, поскольку в них процессы метаболизма в микроорганизмах идут с 
пониженными скоростями и поэтому промежутки между пересевами удли-
няются. Однако для роста некоторых бактерий требуются комплексные сре-
ды. Или же для сохранения их специфических физиологических свойств не-
обходимо присутствие в среде сложных соединений. При использовании 
комплексной среды могут потребоваться более частые пересевы, связанные с 
ускоренным ростом бактерий или накоплением конечного продукта метабо-
лизма. 

Температура хранения. Допускается хранение культур микроорганиз-
мов при комнатной температуре в закрытом контейнере. Для уменьшения 
высыхания культур используют пробирки с завинчивающимися крышками 
или резиновые пробки либо обычные ватно-марлевые пробки, которые обер-
тывают парафильмом и помещают в полиэтиленовый пакет. Чтобы умень-
шить скорости метаболизма микроорганизмов, культуры лучше хранить в 
бытовом холодильнике при температуре 5–8 °С. Используя эти меры предос-
торожности, можно сохранять большинство бактерий в течение 3–5 месяцев 
без пересева 23. 

Режим пересевов. Частоту пересевов определяют экспериментальным 
путем, стараясь проводить их как можно реже во избежание селекции вариан-
тов. На случай потери культуры желательно сохранять ее дубликаты. После 
каждого пересева культуру проверяют на чистоту и периодически проводят 
сокращенную проверку для выявления каких-либо изменений в фенотипиче-
ских свойствах бактерий. В пересеваемых культурах не следует выделять 
единичные колонии, поскольку при этом повышается вероятность селекции 
мутантов. 

Преимущества и недостатки метода. Метод периодических пересевов 
прост в исполнении и используется для многих микроорганизмов. Он обще-
доступен и позволяет легко контролировать чистоту штаммов 23, 25, 29, 31. 
Недостатками же метода являются необходимость соблюдения регламентов 
пересевов, потребность в большом количестве посуды, питательных сред, 
значительные затраты времени, риск загрязнения культуры, ошибки при обо-
значении штаммов или наклеивании неправильной этикетки, случаи селек-
ции, риски потерь культур и т.д. 23, 24, 32–34. Известны случаи изменения 
биологических свойств микробных культур и даже их гибель 35. При час-
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тых пересевах штаммы-продуценты из-за спонтанной диссоциации нередко 
могут терять или снижать способность к выработке целевых продуктов.  

Хранение под минеральным маслом 

С помощью этого сравнительно простого и дешевого метода удается 
весьма успешно сохранять месяцами или даже годами многие виды бактерий. 
Впервые его применил A. Limier в 1914 г. для поддержания возбудителя го-
нореи 30. Для этого метода обычно используют стерильное минеральное 
масло медицинского назначения (например, вазелиновое масло с удельной 
плотностью 0,865–0,890 г/см3).  

Техника проведения. Масло стерилизуют в сушильном шкафу при тем-
пературе 170 °С в течение 1–2 ч, поскольку автоклавирование для этой цели 
применять не рекомендуется [23–25]. Культуры выращивают в пробирках – 
на скошенном питательном агаре (косячках), в толще агаризованной среды 
(столбиках) или в жидкой питательной среде соответствующего состава.  
В пробирки с выросшими микроорганизмами стерильно наливают слой ми-
нерального масла высотой не менее 2 см (косячки должны быть покрыты 
полностью). Слой масла служит защитой культур от высыхания, одновремен-
но понижая их метаболизм. Покрытые маслом культуры хранят в вертикаль-
ном положении в холодильнике. Для проверки сохранности культур перио-
дически определяют их жизнеспособность. Обычно культуры пересевают  
1–2 раза в год на свежую среду. Для этого используют инокуляционные иглы 
или петли. При обжиге иглы (петли) следует позаботиться о том, чтобы брыз-
ги масла не попали на окружающие предметы и персонал. Пересеянные куль-
туры снова покрывают стерильным маслом, а исходные материалы хранят до 
тех пор, пока не станет ясно, что заложенный на хранение штамм не загряз-
нен и не изменен. 

Недостатки метода. Этому методу присущи такие же недостатки, как 
и обычному субкультивированию. Кроме того, всегда велика вероятность за-
грязнения и потери штамма вследствие использования нестерильного масла. 

Хранение в воде и водно-солевых растворах 

Первые эксперименты по хранению в физиологическом растворе и дис-
тиллированной воде были выполнены с некоторыми видами фитопатогенных 
бактерий и микроскопических грибов, которые оставались живыми до двух 
лет, но это было не во всех случаях. Сообщалось также об успешном сохра-
нении бактерий рода Acinetobacter и дрожжей вида Saccharomyces cerevisae. 
Считается, что этот метод применим для большинства микроорганизмов, ес-
ли их требуется сохранить в течение, например, месяца [29, 30, 31]. Микроб-
ные клетки при использовании этого метода переходят в покоящееся состоя-
ние – гипобиоз [31]. 

Техника проведения. Клетки с плотностью не более 109 КОЕ/мл вносят 
в пробирку с индифферентной жидкостью с физиологическим ионным соста-
вом и подходящим рН. Например, оптимальный pH для месячного сохране-
ния E. Coli – 8 ед., для S. cerevisiae – 5,5 ед. [30]. Пробирки с инокулятом хра-
нят в холодильнике при температуре 4–8 °C. 

Недостатки метода. По нашим наблюдениям, велика вероятность за-
грязнения штаммов вследствие благоприятных условий (влажность и темпе-
ратура) для роста грибной флоры во внутреннем объеме пробирки. 
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Хранение высушиванием на твердых носителях 

Большинство бактериальных культур гибнет при высыхании в лабора-
торных условиях. Однако некоторые культуры, особенно спорообразующие, 
если были высушены в подходящих для них носителях, сорбирующих влагу, 
сохраняются годами [18, 29]. 

В практике хранения микроорганизмов используются самые разнооб-
разные носители – почва, песок, бумага, смолы, желатин, активный уголь, 
зерна злаков и многие другие [18, 23, 24, 27–37].  

Почва. Спорообразующие бактерии можно успешно хранить годами в 
стерильной почве, высушенной на воздухе. Почву стерилизуют автоклавиро-
ванием по нескольку часов в течение двух дней. Инокулят из суспензии спор 
(по 1 мл) вносят в пробирку со стерильной почвой и оставляют при комнат-
ной температуре до заметного высыхания. Затем пробирки закрывают сте-
рильными резиновыми пробками и хранят в холодильнике. 

Аналогично поступают и при использовании в качестве носителей пес-
ка, семян злаковых (например, проса). По данным ряда авторов, культуры ак-
тиномицетов, находящихся в стерильной почве, сохраняют жизнеспособность 
в течение 30 и более лет [32–34]. 

Бумага. Сравнительно простым и недорогим способом хранения бакте-
рий является их высушивание на полосках или дисках стерильной фильтро-
вальной бумаги [23, 24, 27, 37]. Этот метод идеален для обеспечения контро-
ля качества культур. В общей пробирке или в пузырьке с закручивающейся 
крышкой можно хранить много дисков, содержащих одну и ту же культуру. 
При необходимости диск достают стерильным пинцетом и в стерильных ус-
ловиях вносят его в соответствующую питательную среду. Техника этого ме-
тода заключается в следующем. Стерильную бумагу пропитывают суспензи-
ей бактерий, содержащей не менее 108 клеток/мл, и высушивают на воздухе 
или под вакуумом. Бактерии лучше выживают при высушивании под вакуу-
мом. Полоски или диски бумаги хранят в запечатанных пробирках в эксика-
торах, которые лучше всего поместить в холодильник. 

Желатина. Многие гетеротрофные бактерии можно хранить в высу-
шенных каплях или дисках желатины [23, 27–34]. Обычно в таком виде бак-
терии лучше сохраняются при температуре минус 20 °С, чем при субнулевых 
и тем более чем при комнатной температуре. Желатиновые культуры готовят 
следующим образом. Культуры выращивают в подходящих для них средах. 
Осадок клеток, отделенный центрифугированием в стерильных условиях, ре-
суспендируют в малом количестве жидкой среды, переносят в пробирку  
с 2–5 мл расплавленной пищевой желатины и инкубируют при температуре 
30 °С до плотности 108–1010 клеток/мл. Затем из пробирки отбирают с по-
мощью стерильной пастеровской пипетки или шприца требуемое количест-
во бактериальной суспензии и раскапывают ее на дно стерильной пластмас-
совой чашки Петри. Чашку Петри помещают в эксикатор, содержащий пя-
тиокись фосфора, и вакуумируют. Высохшие капли желатины переносят в 
стерильные пробирки с завинчивающимися крышками и хранят в холодиль-
нике. По мере необходимости хранившиеся микроорганизмы реактивируют и 
далее инокулируют ими пробирки, содержащие соответствующие питатель-
ные среды. 
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Хранение замораживанием при температурах  
ниже точки кристаллизации воды 

Обычное замораживание. От хранения в воде и водно-солевых раство-
рах данный метод отличается тем, что емкости с образцами помещают в моро-
зильную камеру холодильника при температуре от минус 10 до минус 20 °С. 
Такой простой прием замораживания проб в отличие от обычного нахожде-
ния микроорганизмов в водной среде позволяет заметно продлить сохран-
ность штаммов и уменьшить вероятность их загрязнений, что бывает удобно 
при исследовании большого количества изолятов. Некоторые бактерии при 
таком способе консервации оставались живыми от 6 месяцев до 2 лет хране-
ния [23, 31], но чаще, как показывает наш опыт работы со штаммами лакто-
бактерий, этот срок ограничивается месяцем для палочковидных форм и со-
ставляет до полугода для кокковых форм. 

Недостатки метода. Такой способ хранения не рекомендуется приме-
нять для криочувствительных бактерий из-за их повреждений в эвтектиче-
ских смесях концентрированных растворов электролитов и высокой вероят-
ности генетического обмена между клетками, что может способствовать не-
контролируемой селекции культуры [28, 30, 31, 33, 34, 38]. 

2 Методы длительного хранения микроорганизмов 

Длительное хранение клеток без утраты ценных свойств проводится 
методами, обеспечивающими существенное торможение протекающих у них 
жизненных процессов. Это достигается путем глубокого замораживания мик-
роорганизмов или их высушивания из замороженного (лиофилизация) либо 
непосредственно из жидкого состояния (L-высушивание) [9, 10, 12, 23, 24, 
28–31, 33, 34, 38–40]. Высокий эффект консервации этими методами достига-
ется тем, что клетки, лишаясь свободной воды в условиях субнулевых и(или) 
криогенных температур, переходят в состояние анабиоза. 

Консервация замораживанием при низких температурах 

Практически все известные группы бактерий способны длительно хра-
ниться в замороженном состоянии при низких (криогенных) температурах 
(температуры ниже 120 К, т.е. менее минус 153 °С) [29, 31, 33, 34]. Такую 
температурную область хранения обеспечивают сжиженные газы – воздух  
(80 К или минус 193 °С); азот (77,4 К или минус 196 °С); неон (27,1 К или 
минус 246 °С); водород (20,4 К или минус 256 °С); гелий (4,2 К или минус 
269 °С) [41]. Исполняя роль хладоагентов, они могут относительно долго ос-
таваться в сосудах Дьюара или сделанных по их принципу специальных хра-
нилищах с хорошей теплоизоляцией. Испаряясь под атмосферным давлением, 
эти газы в сжиженном состоянии достаточно хорошо поддерживают посто-
янную температуру нормального кипения каждого из них. 

Все же наибольшее практическое распространение для криоконсерва-
ции (от греч. krýos – холод, мороз, лед) из-за доступности и безопасности по-
лучил жидкий азот. Поэтому криоконсервация в жидком азоте или его паре 
является основным для большинства коллекций культур. Этим методом кон-
сервируют самые различные биоматериалы – актиномицеты, бактерии, 
дрожжи, грибы, вирусы растений и животных, культуры клеток и т.д. В ряде 
музеев многие бактериальные культуры достаточно успешно хранятся при 
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температурах, которые обеспечивают современные морозильники или кель-
винаторы (обычно до минус 86 °С). При этих температурах хранения ско-
рость отмирания может быть в 1000 раз меньше, чем при минус 10 °С [33]. 

О востребованности метода криоконсервации биоматериалов свиде-
тельствует достаточно хорошо развитая инфраструктура производства и мар-
кетинга криогенного оборудования, включающего программные заморажива-
тели, хранилища и транспортные резервуары, морозильники, а также различ-
ные расходные материалы [42].  

Криогенное оборудование  

Замораживатели. Для криоконсервации микроорганизмов, как прави-
ло, не требуется специальных программных замораживателей (BioArchive 
[43]), как для клеток эукариотов, клеточных линий и органов.  

Хранилища. Это специализированное оборудование, выпускаемое раз-
личными фирмами [44–55], обеспечивает возможности транспортировки и 
хранения материалов в жидком азоте.  

Морозильники. Выпускается множество типов низкотемпературных хо-
лодильников, которые успешно применяются для хранения клеточных мате-
риалов. Это, например, низкотемпературные морозильники типа Vestfrost VT 
[48], MDF-U6086S SANYO HVU 586 [49, 50], МШ, МЛ [51], быстрозамора-
живатель NZKP-48/80 Frigera [52] и др. Однако при этом необходимо пом-
нить, что иногда выключается электропитание сети или выходит из строя 
компрессор. В таких случаях потерю ценных коллекций помогают предот-
вратить сигналы предупреждения, а также запасные морозильники или элек-
трические генераторы. Современные морозильники обычно оборудованы 
аварийной сигнальной системой, работающей на аккумуляторе, а некоторые 
из них и устройствами аварийной подачи паров жидкого азота или углеки-
слого газа (LN2 или CO2). 

Используемые материалы 

Емкости и принадлежности. Выпускаются различные виды емкостей 
для хранения бактерий в жидком азоте. Для этих целей используются толсто-
стенные боросиликатные ампулы с готовыми насечками, полипропиленовые 
пробирки 38×12,5 мм с завинчивающимися крышками и силиконовыми про-
кладками производства Greiner bio-one [23, 53]. Из-за увеличивающегося ко-
личества консервируемых проб возникла необходимость в уменьшении раз-
меров емкостей для хранения. Компанией Cryo Bio System's (CBS™) предло-
жены соломины с хлопковой и гидрофобной пробкой, специально созданные 
для хранения биологических образцов в жидком азоте и парах азота, а также 
в низкотемпературных морозильниках [54, 55]. По безопасности они отвеча-
ют стандартам ISO 9002 и FDA. CBS™-соломины поставляются в различных 
вариантах: 0,3; 0,5 и 1,0 мл со штриховым кодом и без него. CBS™-соломины 
обеспечивают сохранение изначального качества образцов в ходе процедур 
разморозки-заморозки. Разделяя первоначальный материал на небольшие 
аликвоты, хранящиеся в соломинах CBS™, можно размораживать только об-
разцы, необходимые для текущей работы. Поэтому весь материал не подвер-
жен повторяющимся циклам разморозки-заморозки. Благодаря тому, что 
CBS™ оптимизировала пространство для хранения, увеличение количества 
образцов не требует дополнительного пространства по сравнению с хранени-
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ем в больших пробирках. Так, в одну гоблету (контейнер) может помещаться 
до 168 соломин на 0,5 мл, а в одну канистру – до 6 гоблет, что позволяет хра-
нить более чем 120 000 образцов в одном 600-литровом азотном криохрани-
лище, что отражает четырехкратное увеличение вместимости по сравнению с 
криопробирками, при этом практически не требуется никаких дополнитель-
ных затрат. CBS™-соломины сделаны из материала, устойчивого к длитель-
ному хранению при низких температурах. В этой же компании можно приоб-
рести оборудование для автоматического заполнения, запайки, наклейки, 
маркировки и обрезки соломин (CBS™ PACE, CBS™ SYMS). 

Криопротекторы. При хранении бактерий в жидком азоте применяют 
криопротекторы двух типов [23, 24]. К первому относятся глицерин и диме-
тилсульфоксид (ДМСО), которые легко проходят через клеточную мембрану 
и обеспечивают как внутриклеточную, так и внеклеточную защиту от замо-
раживания. Ко второму виду криопротекторов относятся такие вещества, как 
сахароза, лактоза, глюкоза, маннит, сорбит, декстран, поливинилпирролидон 
и полигликоль, которые обеспечивают защитное действие на наружной по-
верхности клеточной мембраны. Протекторы первого типа, т.е. глицерин и 
ДМСО, оказались более эффективными и пригодными для широкого круга 
бактерий. Выбор криопротектора зависит от вида бактерий. При заморажива-
нии новых штаммов следует предварительно проверить действие на них кри-
опротектора. Глицерин и ДМСО обычно добавляют в ростовую среду в кон-
центрации 5–10 %. Глицерин стерилизуют автоклавированием 15 мин при 
давлении 104 Па. Стерилизацию ДМСО осуществляют фильтрованием, ис-
пользуя пористые свечи «Села» или установку стерилизующей фильтрации. 
ДМСО собирают порциями по 10–15 мл в стерильные пробирки и хранят  
в замороженном состоянии при температуре минус 5 °С (ДМСО замерзает 
при температуре минус 18 °С). 

Техника проведения 

Подготовка культуры. Клетки выращивают в соответствующей среде. 
В случае жидких культур клетки отделяют в стерильных условиях центрифу-
гированием и ресуспендируют осадок в стерильной свежей среде, содержа-
щей или 10 % (объем/объем) глицерина (готовят добавлением 20 % глицери-
на к равному объему стерильной среды), или 5 % (объем/объем) ДМСО (го-
товят добавлением соответствующего количества 100 % ДМСО к стерильной 
среде). В случае роста культур на агаре клетки смывают с его поверхности 
стерильной жидкой средой, содержащей подходящий криопротектор, гомоге-
низируют, добиваясь плотности по стандарту мутности не менее 108 кле-
ток/мл, разливают в ампулы по 0,4 мл суспензии.  

Заполнение емкостей. Консервируемые пробы разливают в стерильные 
маркированные емкости, устойчивые к криодеструкции (боросиликатные ам-
пулы, криопробирки, криовиалы, пластиковые соломинки) [53, 54], герме-
тично закрывают или запаивают.  

Замораживание. Наилучшие результаты по выживанию и восстановле-
нию бактериальных культур были получены в случае медленного охлаждения 
клеток, например со скоростью 1 °С/мин [23, 24].  

Технология медленного охлаждения следующая [23]: 
– ампулы с культурой помещают в алюминиевый контейнер, который 

вставляют в картонную или пластиковую коробку; 
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– коробку ставят в морозильную камеру автоматического низкотемпе-
ратурного холодильника и устанавливают определенную скорость охлаждения; 

– замораживают клетки при контролируемой скорости охлаждения  
1 °С/мин до минус 30 °С, а затем при значительно большей скорости  
(15–30 °С/мин) – до минус 150 °С; 

– после достижения этой температуры ампулы переносят в сосуд с 
жидким азотом и хранят в нем при температуре минус 196 °С или над ним в 
парах азота при температуре минус 150 °С. 

С помощью более современного оборудования, каким, например, явля-
ется автоматизированная система замораживания и хранения BioArchive [43], 
пробы консервируют следующим образом:  

– клеточный материал, подготовленный к хранению, закладывается в 
специальные пластиковые контейнеры;  

– пластиковые контейнеры помещают в программный замораживатель, 
где начинается процесс охлаждения по специальной программе, которую 
можно менять по необходимости.  

Процесс происходит в заполненной жидким азотом емкости, по пери-
метру и концентрическим окружностям которой радиально расположены 
стальные ячейки стандартной формы для крепления образцов, количество ко-
торых может достигать 3626 штук.  

Извлечение, загрузка образцов осуществляются с помощью механиче-
ской руки, управляемой компьютером. 

Каталогизация образцов ведется с использованием системы штрих-
кодов. 

Если нет ни программируемого холодильника, ни системы BioArchive, 
медленного охлаждения проб добиваются следующим путем [23]: 

– стеклянные или пластмассовые ампулы с культурой в лотке из нержа-
веющей стали помещают на 1 ч в морозильник при температуре минус 60 °С;  

– затем погружают их на 5 мин в баню с жидким азотом. Скорость ох-
лаждения при этом составляет приблизительно 1,5 °С/мин;  

– после этого пробы на хранение погружают непосредственно в жид-
кий азот (температура минус 196 °С) либо подвешивают в его парах (темпе-
ратура минус 150 °С).  

Оттаивание. Обнаружено, что быстрое нагревание замороженных 
микроорганизмов приводит к их быстрому восстановлению [28]. Подобные 
испытания были проведены с замороженными клетками бактерий из Амери-
канской коллекции типовых культур [23, 26]. Чтобы оживить замороженные 
культуры, их быстро оттаивают на водяной бане при температуре 37 °С и 
слабом встряхивании, пока не растает весь лед. Если ампулы стеклянные, для 
этого обычно требуется 40–60 с, а если полипропиленовые, – от 60 до 120 с. 
Сразу же после оттаивания ампулу извлекают из водяной бани и дезинфици-
руют ее 70 % этанолом. Ампулу вскрывают и в стерильных условиях перено-
сят культуру в свежую среду. 

Недостаток метода. Считается, что использование жидкого азота для 
длительного хранения микроорганизмов обходится очень дорого. Однако 
данные последних лет об успешном хранении в жидком азоте физиологиче-
ски разнородных бактерий свидетельствуют о том, что его использование 
рентабельно, несмотря на относительно высокую стоимость (цена жидкого 
азота в зависимости от покупаемого объема колеблется от 20 до 47 руб.  
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за литр) [56]. Метод хранения в жидком азоте по-прежнему популярен, и  
для его осуществления производятся криохранилища, программные замора-
живатели и различные аксессуары [44–55, 57]. 

Консервирование высушиванием из замороженного состояния 

Высушивание из замороженного состояния (лиофилизация, сублимаци-
онное высушивание, замораживание-высушивание) – широко распространен-
ный способ высушивания биоматериалов из замороженного состояния, при 
котором вода испаряется в условиях вакуума без оттаивания льда, что позво-
ляет полностью сохранять первичную структуру объекта сушки. При его ис-
пользовании многие физиологически разнородные виды бактерий и бакте-
риофаги удается сохранять в жизнеспособном состоянии 30 лет и более [12, 
18, 23, 24, 28–32, 40]. Для этого высушенные клетки должны быть защищены 
от действия кислорода, влаги и света. По лиофилизации микробных культур и 
биопрепаратов имеются многочисленные разработки [58–67]. 

Оборудование. В зависимости от предназначения высушиваемого био-
материала сублимационные установки делят на два больших класса:  

– оборудование для сушки биомедицинских, фармацевтических препа-
ратов; 

– для сушки пищевых продуктов [61].  
В зависимости от способа размещения биопрепаратов при высушива-

нии различают сублимационные установки коллекторного и камерного типа. 
В коллекторных установках ампулу, флакон, колбу с биопрепаратом (каждый 
элемент в отдельности) во время сушки связывают с устройством для улавли-
вания водяных паров (конденсатором) индивидуальным трубопроводом.  
В камерных установках сосуды с препаратами помещают в общую сушиль-
ную камеру, где и осуществляется, как правило, весь цикл высушивания пре-
парата. По принципу работы сублимационные установки подразделяются на 
периодические, поточно-циклические и установки с непрерывным действием.  

Крупнейшие производители сублимационного оборудования – Niro 
Atlas-Stord Denmark A/S (Дания), Leybold (Германия), Stokes, Virtis (США), 
Edwards (Великобритания), Kyowa Vacuun Engineering (Япония), Shanghai 
Tofflon Science and Technology Co., Ltd (Китай). В России сублимационные 
установки производят НПО «Вакууммаш» (Казань), фирмы «Шабетник и 
Компания», «Биохиммаш» [68, 69]. 

Подготовка культур к сушке. Успех лиофилизации зависит от качества 
используемых клеток, от того, насколько они жизнеспособны и в каких усло-
виях выросли [30, 58]. Выращивают достаточно большое количество клеток 
так, чтобы в суспензии содержалось не менее 108 клеток/мл. Их собирают  
в период максимальной стабильности и жизнеспособности культуры, т.е.  
в поздней экспоненциальной или ранней стационарной фазах роста. 

Защитные среды. Для подготовки клеток к лиофилизации их суспен-
дируют в среде, содержащей растворы защитных сред. Американская кол-
лекция типовых культур достигла успеха в длительном хранении физиоло-
гически различных бактерий, применяя в качестве криопротекторов либо  
20 % снятое молоко, либо 12 % раствор сахарозы [23, 24]. Готовят 20 % сня-
тое молоко и стерилизуют его порциями (по 5 мл) в течение 20 мин при тем-
пературе 116 °С. Следует избегать перегрева, так как при этом может про-
изойти карамелизация молока. В стерильных условиях собирают клетки, вы-



№ 4 (12), 2009                                             Медицинские науки. Обзор литературы 

 109 

росшие на поверхности агара, смывая их 20 % обезжиренным молоком. Клет-
ки, выращенные в жидкой культуре, отделяют в стерильных условиях цен-
трифугированием, затем суспендируют осадок в стерильном молоке, чтобы 
получилась суспензия, содержащая по меньшей мере 106 клеток/мл. Эту же 
процедуру применяют и в том случае, когда в качестве криопротектора ис-
пользуется сахароза. В качестве криопротекторов также используют декстран  
(10 %), лошадиную сыворотку, инозит и другие вещества. В каждую ампулу в 
зависимости от ее объема наливают от 0,1 до 1 мл суспензии клеток, затем 
закрывают ватной пробкой и подравнивают ее ножницами. После приготов-
ления суспензии ее следует разлить по ампулам как можно быстрее. Интервал 
между разливом и процессом лиофилизации должен быть сведен до миниму-
ма, чтобы избежать осаждения клеток и других изменений в культуре. Встав-
ляют ватные пробки на глубину приблизительно 1,3 см ниже края ампулы и 
обжигают их верхнюю часть, чтобы убрать лишние волокна ваты. 

Лиофилизация. Техника лиофилизации включает следующие процессы 
и стадии:  

– замораживание биоматериалов при температурах ниже эвтектических 
значений (при которых растворы защитных сред полностью замерзают); 

– первичное высушивание, когда вся вымороженная в лед свободная 
влага сублимируются под воздействием движущих сил – вакуума и подводи-
мой тепловой энергии; 

– вторичное высушивание (досушивание), когда удаляется связанная 
влага под воздействием тех же движущих сил, но с более интенсивным под-
водом тепла [30, 58, 65].  

Считается, что из всех групп микроорганизмов переносят лиофилиза-
цию лучше бактериальные формы [28–31, 62]. По устойчивости к сушке под-
разделяют бактерии на три группы: 

– очень стойкие, такие как представители родов Streptococcus, Staphy-
lococcus, Brevibacterium, Corynebacterium, Lactobacillus, Salmonella, Bacillus  
и т.д. Их жизнеспособность после сушки обычно составляет 70–100 %; 

– средне резистентные, например представители родов Brucella, Salmo-
nella, Seratia, Pseudomonas. Их выживание достигает 70 %; 

– чувствительные к высушиванию – некоторые представители родов 
Spirochete, Methylobacter, Methylococcus.  

Хранение. Лиофилизованные культуры хранят при температуре ниже 
5 °С. С понижением температуры растет и сохраняемость клеток. При ком-
натной температуре лиофилизованные культуры хранить не рекомендуется. 

Восстановление (реактивация) культур. Лиофилизованную культуру 
переводят в суспензию сразу после вскрытия ампул, добавляя в каждую от 
0,3–1,0 мл соответствующей стерильной жидкой среды. Суспензию в ампулах 
хорошо перемешивают и переносят в пробирки с 5 мл жидкой среды. После 
тщательного перемешивания отбирают 0,2 мл суспензии и наносят на твер-
дую или полужидкую среду того же состава. Необходимо проверять чистоту 
культуры до лиофилизации и после нее. Для этого суспензию клеток сте-
рильно разводят и делают посев штрихом на твердые среды. Пробирки и 
чашки со средой инкубируют при оптимальной для бактерий температуре и, 
как только начинается их рост, делают пересев на свежую среду, чтобы убе-
диться в чистоте культуры. Рост бактерий, подвергавшихся лиофилизации, 
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часто начинается после длительной лаг-фазы. Поэтому нельзя делать заклю-
чение о гибели культуры, если инкубация была недостаточно длительной. 

Проверка жизнеспособности бактерий. Чтобы определить, насколько 
эффективен процесс высушивания бактерий из замороженного состояния, 
проверяют их жизнеспособность как до, так и после лиофилизации.  

Консервирование высушиванием из жидкого состояния  

В отличие от сушки на носителях высушивание из жидкого состояния 
(L-высушивание) представляет собой вакуумную сушку образцов, находя-
щихся в жидкой фазе (Liquid). Это один из сложных методов, используемых 
для долгосрочного сохранения микроорганизмов [39]. Некоторые микроорга-
низмы, чувствительные к замораживанию или лиофилизации, могут успешно 
быть сохранены L-высушиванием.  

Подготовка клеток для L-высушивания [39]. Для высушивания исполь-
зуют клеточную суспензию с плотностью не менее 108 клеток/мл в подходя-
щей защитной среде. В случае жидких культур клетки собирают стерильным 
центрифугированием (4000 об/мин, 30 мин) с последующим суспендировани-
ем осадка при помощи стеклянных шариков в защитной среде. 

Подготовка стабилизатора-носителя. В ампулы из нейтрального 
стекла (45×10 мм) наливают по 0,1 мл 20 % (вес/объем) обезжиренного моло-
ка, содержащего 10 % (вес/объем) нейтрального активизированного древес-
ного угля и один из эффективных защитных агентов, таких как 5 % инозит,  
5 % глутамат, 5 % раффиноза или 10 % мед. Используемый активизирован-
ный уголь должен иметь статус для применения в лекарствах, что не исклю-
чает использование любого другого активизированного древесного угля со-
поставимого качества. Ампулы неплотно закрывают негигроскопической ва-
той и стерилизуют при температуре 115 °С около 13 мин. 

Заполнение ампул микробной суспензией. Готовые ампулы (содержащие 
тонкий диск стабилизатора-носителя) выдерживают несколько минут при 
температуре 20–25 °С. В каждую ампулу стерильно вносят около 0,025 мл 
(одна капля с пипетки Пастера) клеточной суспензии, осторожно капая на 
тонкий диск, чтобы не коснуться стенок ампулы.  

Высушивание. Заполненные ампулы быстро ставят на металлический 
поддон, который переносят в металлическую камеру на водяной бане при 
температуре 20 °С. После 20–30 мин эквилибрации образцов включают ваку-
умный насос, который отсасывает влагу из сушильной камеры. При этом вла-
га конденсируется на холодной ловушке (приблизительно минус 35 °С).  
В технологии сушки из жидкого состояния различают две стадии – первичное 
и вторичное высушивание.  

Достоинства и недостатки метода. По мнению некоторых авторов, 
этот способ высушивания имеет несколько преимуществ перед лиофильным 
высушиванием и успешно использовался для консервации большой коллек-
ции лабильных микроорганизмов в различных музеях [23, 24, 39]. Однако для 
L-высушивания необходимо специализированное оборудование, позволяю-
щее воспроизводить все параметры, значимые для щадящего обезвоживания 
микробных клеток. 

Защитные средства, используемые при консервации 

Чтобы снизить воздействие множества повреждающих факторов в про-
цессе замораживания биологических структур экспериментальным путем, 
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были подобраны так называемые защитные вещества, или криопротекторы  
[5, 10, 15, 18, 24, 28–34, 39, 70]. Этот раздел криобиологии возник на основе 
изучения естественных моделей защиты клеток, пребывающих в состоянии 
гипо- и анабиоза. Защитные среды должны отвечать следующим критериям: 

– сохранять жизнеспособность, морфологические, биохимические, так-
сономические и генетические свойства микроорганизмов в процессе консер-
вации и хранения; 

– быть нетоксичными; 
– иметь хорошую растворимость в воде; 
– легко соединяясь с водой, выполнять колигативные функции; 
– иметь низкую температуру эвтектики; 
– предотвращать гиперконцентрирование солей в суспензии; 
– стабилизировать водородные связи в кристаллической решетке  

и предотвращать формирование больших кристаллов льда; 
– хорошо проникать в клетки (только внутриклеточный механизм крио-

протекции). 
Криопротекторы, согласно точке приложения их действия, разделены 

на две группы: 
1. Внутриклеточные криопротекторы – среды, проникающие в клетки. 
2. Внеклеточные криопротекторы – среды, соединяющиеся с внекле-

точной водой. 
Однако в силу огромного разнообразия встречающихся в природе мик-

роорганизмов одним криопротектором в практической работе не обходятся. 
Поэтому при криоконсервации новых бактериальных штаммов следует пред-
варительно проверить действие на них различных типов криопротекторов и 
выбрать подходящий как для данного типа микроорганизмов, так и для усло-
вий их последующего хранения. Ниже приведено краткое описание наиболее 
часто используемых защитных веществ. 

Внутриклеточные протектанты. Основными защитными средами 
внутриклеточного действия являются глицерин и диметилсульфоксид. 

Глицерин (глицерол, 1, 2, 3 пропантриол, C3H8O3). Некоторые микроор-
ганизмы (например, S. rouxii, E. coli, Ps. Putida) в природной среде или после 
введения им дополнительного количества глицерина к питательным средам 
увеличивают свои синтетические процессы перед переходом в анабиоз. Уве-
личение концентрации глицерина играет важную роль в стабильности микро-
организмов к обезвоживанию, увеличивает устойчивость клеток при сниже-
нии активной воды (aw) и обеспечивает выживаемость в процессе заморажи-
вания. Глицерин успешно применен к замораживанию различных микроорга-
низмов (Serratia marcescens, Erwinia aroideae, T4 фаг, Claviceps sp., Acremo-
rium chrysogenum, S. cerevisiae, C. utilis и многих других) с высоким процен-
том выживаемости и сохранением свойств [28–30]. 

Диметилсульфоксид (Dimethylsulphoxid, DMSO, C2H6SO). Криопротек-
тивные свойства этого вещества зависят от концентрации. Большинство ми-
ровых коллекций культур микроорганизмов рекомендует 10 % концентрацию 
[29–31]. Все же оптимальные концентрации ДМСО, как и глицерина, разли-
чаются в зависимости от специфики клеточного материала и могут варьиро-
вать в диапазоне от 5 до 20 % [24, 29, 30, 34, 38, 39]. 

Внеклеточные защитные средства. Защитные среды внеклеточного 
действия пригодны для сохранения биологических объектов как при крио-
консервации, так и при сублимационном высушивании. 
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Поливинилпирролидон (Polyvinylpyrrolidone, PVP, (-C6H9NO-)n). Есть 
несколько гипотез о механизмах криопротекции PVP. Согласно одной из них 
защитный эффект связан с его способностью проникать в клетки по механиз-
му пиноцитоза [30, 70]. Другая гипотеза соотносит механизм защиты со спо-
собностью связывать молекулы полимера с клеточной мембраной и форми-
рованием внешней оболочки вокруг клетки. 

Гидроксиэтилкрахмал (Hydroxyethyl starch, HES). Это нетоксичное, 
биологически инертное защитное средство. Эти свойства делают HES полез-
ным в качестве плазмозаменяющего и защитного средства для некоторых 
клеток крови [70]. 

Декстран. Это вещество хорошо известно в медицине в качестве заме-
нителя плазмы крови. Декстран также применяется как криопротектант для 
сохранения микроорганизмов и вирусов [30]. Декстран химически инертен и 
поэтому может быть использован в смеси с другими криопротекторами в со-
ставе многокомпонентных защитных сред [70]. Для криоконсервации и лио-
филизации микроорганизмов применяются, например, различные сахариды 
(сахароза, глюкоза, трегалоза), коллоиды (желатин, агар, пептон, молоко и 
сыворотки), соли (глутамат натрия) и т.д. Так, использование композитных 
защитных сред, как показывают экспериментальные исследования и практи-
ческий опыт, обеспечивает более высокую жизнеспособность микробных 
клеток в процессе консервации и последующего хранения по сравнению с 
простыми защитными средами. В практической работе более 60 лет исполь-
зуется ставшая хорошо известной специалистам по лиофилизации сахарозо-
желатиновая защитная среда (сахароза 10 % + желатин 1 %), которая подхо-
дит как для бактерий, так и для актиномицетов [58]. Другие защитные среды, 
включающие, например, пептон (0,1–10 %), сахарозу (10 %), лактозу (10 %), 
трегалозу (10 %), обезжиренное молоко (10–20 %), натрия глутамат (5 %), 
гидролизат казеина и многие другие вещества, успешно применяются для 
консервации родов Bacillus, Pantoea, Seratia, Erwinia, Lactobacillus, Acetobac-
ter, Streptococcus и др. [29, 30, 58]. 

3 Факторы, влияющие на эффективность консервации микроорганизмов 

К основным факторам, влияющим на результаты консервации микроб-
ных культур перед сохранением, относят метод культивирования (поверхно-
стный или глубинный), температурный режим, состав и pH питательной среды, 
аэрацию [28–31, 58, 62, 66]. Также большое значение имеют возраст, физиоло-
гическое состояние и концентрация клеток культуры [30, 58, 62, 66, 71–73]. 

Питательная среда. Состав питательной среды отражается на рези-
стентности микробных клеток к воздействию экстремальных факторов. Нет 
единого мнения относительно того, какую среду использовать для размноже-
ния объекта консервации – богатую или бедную. Культивирование на бога-
тых питательных средах рекомендуется в некоторых предписаниях по кон-
сервации, так как в данном случае процент жизнеспособных клеток выше. 
Согласно другим авторам, бедные и со временем истощающиеся питательные 
компоненты среды являются сигналом для реорганизации метаболизма кле-
ток, что ведет к сохранению их энергии [18, 29]. Клетки, вероятно, готовят 
себя к гипобиозу, от которого далее переходят в анабиотическое состояние 
более легко [18]. Правильный выбор питательной среды ведут по белку, угле-
воду и накоплению липида, что может увеличивать резистентность клеток  
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к лиофилизации. Например, добавка твин-80 и олеиновой кислоты к мясо-
пептонному бульону в процессе культивирования Ps. denitrificans, S. marces-
cens, E. aroideae, Acinetobacter calcoaceticus и т.д. повышает выживаемость 
клеток после хранения [30]. 

Кислотность (pH). На устойчивость клеток при их консервации оказы-
вает влияние величина кислотности среды культивирования. Хорошо извест-
но, что pH среды культивирования влияет на размножение клеток: есть опти-
мальный диапазон pH для каждой культуры и рост клеток вне оптимальных 
значений рН замедлен или вообще отсутствует. Наблюдается корреляция ме-
жду криорезистентностью пивных и пекарских дрожжей S. cerevisiae и ки-
слотностью среды культивирования. При pH 4,2 эти дрожжи растут быстрее, 
но их выживаемость после лиофилизации минимальная [18, 30, 74]. 

Метод культивирования. Размножение микроорганизмов для после-
дующей консервации может проводиться как в питательном бульоне, так и на 
поверхности агаризованной среды. В литературе нет четких данных относи-
тельно преимущества глубинного или поверхностного способа культивиро-
вания по критериям устойчивости микробных клеток к заморажива-
нию/высушиванию и хранению. 

Температурный режим. Оптимальная температура инкубации для дан-
ного микроорганизма обозначена в его базе данных (информационный ката-
лог) и изменяется в некоторых пределах. В базе данных многие штаммы 
имеют одинаковые температурные границы. Температурный режим молоч-
нокислых бактерий 37–52 °C [75]. Виды S. cerevisiae обычно размножают  
в температурном диапазоне 25–28 °C [18]. В исследованных S. cerevisiae, ко-
гда их температура культивирования снижалась с 30 до 15 °C, наблюдалось 
увеличение резистентности клеток. Изучая рост E. coli в диапазоне темпера-
тур 13–46 °C, было установлено, что самый низкий процент биохимических 
изменений в клетках, а также оптимальная жизнеспособность штаммов на-
блюдается в диапазоне температур 23–37 °C [18, 30]. 

Аэрация. Установлено, что клетки имеют различную устойчивость к кон-
сервации в зависимости от условий аэрирования в процессе культивирования. 
Для дрожжей, например, аэрация среды выполняет следующие функции:  

– обеспечивает необходимым для метаболизма кислородом;  
– способствует уравниванию параметров роста клеток по всему объему 

питательной среды;  
– удаляет высвобождаемый жизненно важный СО2, что ведет к увели-

чению устойчивости клеток.  
Так, представители видов S. cerevisiae, выращенные в аэробных усло-

виях, являются значительно более стойкими к гипо- и гипертоническому 
стрессу. Анаэробное размножение достоверно уменьшает криорезистент-
ность, что объясняется изменением в структурной организации цитоплазма-
тической мембраны и клетки в целом [18, 30]. Согласно другим авторам, одна 
из основных причин повреждений клеток при криоконсервации и лиофилиза-
ции – действие растворенного в среде кислорода, который окисляет важные 
для клетки строительные компоненты [71, 74, 76]. 

Возраст культуры (физиологическое состояние). При планировании 
эксперимента выбор возраста культуры имеет большое значение для того, 
чтобы получить высокую выживаемость микроорганизма после лиофилиза-
ции. Считается, что микроорганизмы являются более стойкими к заморажи-
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ванию и обезвоживанию в конце логарифмической стадии роста или в начале 
стационарной фазы [18, 29, 30, 34, 58, 62, 66, 71–73, 77]. 

Концентрация клеток. Есть различные точки зрения о влиянии концен-
трации клеток в суспензии на сохранение жизнеспособности штаммов. При изу-
чении корреляции между плотностью популяции и выживанием после лио-
филизации Streptococcus cremoris было установлено, что с увеличением кон-
центрации с 106 до 109 клеток/мл процент выживаемости также увеличивается 
[30, 31]. Это же характерно и для многих бактериальных видов [29, 58, 72].  
С другой стороны, увеличивающаяся концентрация приводит к межклеточ-
ным контактам, продукции токсических метаболитов и т.д., что уменьшает 
жизнеспособность [30]. Для большинства коллекций культур рекомендуется 
использовать исходные концентрации 108–1010 клеток/мл [9, 10, 12, 24, 28, 29, 
33, 38]. С одной стороны высокая начальная концентрация жизнеспособных 
клеток увеличивает шанс на сохранение клеток даже на низком уровне их 
выживания после консервации, с другой – лизированные клетки и клеточные 
компоненты могут действовать как криопротекторы для целых клеток. 

Эквилибрация. Эквилибрация, или уравновешивание, – первая стадия, 
связанная с подготовкой микроорганизмов, необходимой для стабилизации 
клеточных структур до консервации. В процессе эквилибрации возможен ряд 
биохимических изменений в клетках, оказывающих как положительное, так и 
отрицательное влияние на метаболические процессы. Клетки проходят через 
стадию передачи (переноса), которая готовит их к экстремальным условиям 
консервации (осмотический и температурный шок). Под влиянием стресса, 
сопровождающего процессы консервации, исходные свойства и характери-
стики клеток могут быть потеряны, а некоторые микроорганизмы могут даже 
погибнуть. В целом различные группы микроорганизмов имеют различную 
устойчивость к стрессорным факторам. Спороформирующие культуры очень 
хорошо сохраняют жизнеспособность почти при всех методах консервации. 
Это подтверждает факт, что спорообразование – естественная форма консер-
вации, характеризующаяся также минимальным влагосодержанием в споре. 
Не образующие спор микроорганизмы менее устойчивы к воздействию низ-
ких температур и высушиванию. Также известно, что прокариоты устойчивее 
эукариот, а грамположительные бактерии – грамотрицательных [28–31, 33, 
58, 62]. Для отдельных штаммов одного вида существует различная крио- и 
ксероустойчивость. Например, когда S. uvarum и S. сerevisiae были выращены в 
одних условиях до концентрации (2–5)×108 клеток/мл и защищены 10 % гли-
церином и 10 % ДМСО, их жизнеспособность после сохранения в жидком 
азоте изменялась в довольно широких пределах – от 34 до 100 % [30]. После 
трех лет хранения в жидком азоте некоторые из штаммов сохранялись неиз-
менно, выживаемость других, однако, существенно снижалась. Следователь-
но, для сохранения исходных свойств каждой группы микроорганизмов в те-
чение длительного срока необходим индивидуальный подход, включающий 
процесс предварительной подготовки культуры, выбор метода консервации и 
последующего восстановления клеток. 

4 Пути совершенствования методов консервации 

Совершенствование методов хранения идет по путям оптимизации су-
ществующих методов, применения комбинированных методов, а также поис-
ка новых подходов к переводу клеток в состояние покоя. Эти разработки от-
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крывают новые перспективы консервации биоматериалов как для научных 
исследований, так и для практического использования.  

Оптимизация существующих методов консервации. Даже при консер-
вации весьма хорошо исследованных и достаточно устойчивых к экстремаль-
ным факторам окружающей среды микроорганизмов могут периодически 
возникать проблемы полного сохранения их свойств. Например, при изуче-
нии свойств тест-штамма возбудителя сибирской язвы после хранения в рас-
творе глицерина в условиях холодильника наблюдалась гетерогенность попу-
ляции по морфологии колоний, снижение терморезистентности спор, возрас-
тание величины LD50 для белых мышей [77]. Пассаж через организм живот-
ного, так называемая «анимализация», позволял восстановить исходные свой-
ства штамма Bacillus anthraces. Основываясь на сравнительном исследовании 
методов консервации, связанных с изменением агрегатного состояния клеток 
(лиофилизация) и не связанных с ним, авторы [77], так и не выявив сущест-
венных различий в биологических свойствах штаммов B. anthraces, все же 
отдали предпочтение хранению в 30 % водном растворе глицерина (больше, 
по-видимому, из практической целесообразности).  

Для улучшения сохраняемости различных видов микроорганизмов 
(включая и грибы рода Candida) в физиологическом растворе предлагается в 
него вводить ненабухаемые в воде волокна (например, капрон, полипропи-
лен, лавсан) в количестве 15–25 г/л [78].  

Одна из причин гибели микроорганизмов при криоконсервации и замо-
раживании/высушивании связана с формированием ледяных кристаллов, ко-
торые разрывают клеточные стенки [33, 71, 79]. Английский ботаник профес-
сор Феликс Франк из Кембриджа разработал и запатентовал новый способ 
снижения этих потерь. При использовании его так называемого «способа ли-
пидной консервации» клеточный материал замораживается не в водном рас-
творе, а в инертном масле, которое может быть абсорбировано клетками и ос-
тается жидким при температурах ниже минус 40 °C [80]. Другие подходы 
включали применение более эффективных протекторов [81].  

Применение комбинированных методов. С обнаружением новых видов 
микроорганизмов или совершенствованием техники выделения ранее не куль-
тивируемых в лабораториях возникла необходимость и в совершенствовании 
техники консервации этих микроорганизмов. Одна из таких работ посвящена, 
например, разработке методов хранения морских макроорганизмов, на кото-
рых оставались бы жизнеспособными их собственные бактерии [82]. С ис-
пользованием глицериновой среды показана возможность длительного хра-
нения культур строго анаэробных микроорганизмов (клостридий, ацетоген-
ных и сульфатредуцирующих бактерий, а также метаногенных архей) при 
температуре минус 70 °С [83].  

Joubert и Britz [37] разработали простой и недорогой метод хранения 
бактериальных культур на бумажных дисках. Такая модификация нацелена в 
направлении ускорения высушивания клеток под вакуумом и многоразовой 
доступности содержимого ампул. Техника, описанная в этой статье, имеет 
несколько преимуществ перед лиофилизацией: ускоряется процесс высуши-
вания, не требуется дорогостоящее оборудование, имеется хорошая возмож-
ность контролировать жизнеспособность микроорганизмов в процессе хране-
ния, а также легкая процедура восстановления консерванта. Этот метод был 
успешно испытан на 27 различных коллекционных культурах: Aeromanas 
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hydrophila, Pseudomonas aeroginos, Staphylocccus aureus, Achromobacter zerosis, 
Bacillus sphaericus, Bacillus subtilis, Bacillus brevis, Pseudomonas alcaligenes, 
Arachnia propionica, Acinetobacter calcoaceticus, Propionibacterium acnes, 
Chromobacterium violaceum, Escheriehia coli, Veillonella parvula, Enterobacter 
aerogenes, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus faecium, 
Alcatigenes faecalis, Enterobacter cloacae, Propionibacterium jensenii, Sac-
charomyces cerevisiae, Candida utilis, Candida geochares, Desulfomonas pigra, 
Desulfovibrio vulgaris subsp. vulgaris.  

Широкий диапазон бактериальных видов: Enterobacteriaceae и Neis-
seria, Streptococcus, Branhamella, Haemophilus, Gemella, Pseudomonas, Flavo-
bacterium и Bacteroides – успешно сохранялся на протяжении пяти лет мето-
дом лиофильного высушивания на специально приготовленных желатиновых 
дисках [27]. Желатиновые диски готовятся с использованием обезжиренного 
молока, аскорбиновой кислоты, декстрозы и угля. Желатин служит носителем 
микроорганизма. Обезжиренное молоко, аскорбиновая кислота и декстроза 
защищают микроорганизмы в процессе лиофилизации и хранения. Уголь ис-
пользуется в качестве нейтрализатора токсических веществ, образующихся в 
процессе лиофилизации. 

Весьма эффективным для хранения бактерий и грибов оказался разра-
ботанный в нашем центре метод контактно-сорбционного обезвоживания 
[84–86]. С помощью него уже более 8 лет хранятся штаммы микроскопиче-
ских грибов. В качестве сорбента влаги использовали ионообменную смолу, 
которую предварительно сушили при температуре 110 С в течение 12–14 ч 
до остаточной влажности менее 1 % и затем фасовали по 1 г в ампулы объе-
мом 6 мл. Заполненные ампулы закрывали ватно-марлевыми пробками, сте-
рилизовали при температуре 110 С в течение 6–8 ч и затем закрывали сте-
рильными резиновыми пробками. Перед началом работ ампулы с сорбентом 
влаги охлаждали в течение 1–2 ч при температуре минус 20 С. Затем на по-
верхность сорбента наносили 0,1 мл суспензии в защитной среде, содержа-
щей 30 % сахарозы, 3 % глутамата натрия, 1 % тиомочевины и 1 % мясного 
пептона. Ампулы закрывали и встряхивали, после чего запаивали на газовой 
горелке. Для перераспределения влаги ампулы выдерживали при комнатной 
температуре в течение трех суток и после закладывали на хранение при тем-
пературе 4 С. Реактивацию после консервации проводили введением в ампу-
лу физиологического раствора, охлажденного до 2–4 С, с последующим вы-
севом 0,1 мл содержимого на плотную питательную среду. 

Развитие новых подходов по консервации микроорганизмов. Феномен 
торможения жизнедеятельности клеток некоторыми учеными рассматривает-
ся как универсальный биохимический механизм адаптации микроорганизмов 
к стрессовым воздействиям, открывающий новые возможности для развития 
эффективных приемов консервации биоматериалов [18, 87, 88]. В этом на-
правлении предложен метод хранения микроорганизмов введением в пита-
тельную среду ультранизких доз селенита натрия, что позволяет, по мнению 
авторов, не только сохранить все их ценные свойства в течение длительного 
периода времени без пересева, но и снизить затраты материалов, рабочей си-
лы и энергии [88]. Актуальной остается проблема по разработке комплексно-
го подхода к консервации микроорганизмов, учитывающего как известные 
сведения о процессах, выработанных естественным отбором и способствую-



№ 4 (12), 2009                                             Медицинские науки. Обзор литературы 

 117 

щих сохранению микроорганизмов в природе, так и эмпирические достиже-
ния лабораторного хранения. В близком будущем речь может пойти и об ис-
кусственном создании культур микроорганизмов, повышенно приспособлен-
ных к сохранению жизнедеятельности в неблагоприятных для вегетативного 
размножения условиях среды. Успешность лабораторных программ консер-
вации, несомненно, может быть повышена, если будут использоваться попу-
ляции клеток, реализующие свойственные им процессы так называемой «са-
моконсервации» либо индуцированные к этому соответствующими экспери-
ментальными воздействиями [18, 89]. 
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