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ГЕЛЕВОГО РАСТВОРА С АГАРОМ ДЛЯ СОХРАНЕНИЯ 

ЭЛЕКТРИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ СРЕЗОВ МОЗГА КРЫС  
ПОСЛЕ ИХ ДЛИТЕЛЬНОГО КРИОСОХРАНЕНИЯ 
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ФГБУН Институт физиологии им. И.П. Павлова РАН 
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Биотехнология криосохранения позволяет длительно сохранять и восстанавливать биологические 
объекты. Она необходима для создания криобанка. Мы разработали двухкомпонентный заморажи-
вающий раствор, состоящий из искусственной цереброспинальной жидкости и агара в различных 
концентрациях. Эффективность раствора для длительного криосохранения (–10°С, 52 сут.) была ис-
следована на переживающих срезах обонятельной коры мозга негибернирующих животных — крыс. 
В качестве функциональных индикаторов успешного криосохранения жизнеспособности срезов 
мозга были изучены изменения активностей a-амино-3-гидрокси-5-метилизоксазол-4-пропионовой 
кислоты (АМПА) и N-метил-D-аспартата (НМДА) глутаматергических механизмов. Были исполь-
зованы различные концентрации агара: 33%, 44% и 50%. При концентрации 33% наблюдалась ги-
перактивация АМПА и восстановление НМДА механизмов по сравнению со значениями до крио-
сохранения. При концентрации агара 44% происходила гиперактивация обоих механизмов. Полное 
восстановление активностей АМПА и НМДА механизмов после длительного криосохранения было 
достигнуто при концентрации агара 50%. Разработанный и исследованный нами замораживающий 
раствор на основе агара не содержит «тяжёлых» протекторов (диметилсульфоксида), антибиотиков, 
а также катионов, таких как Ba2+ и Sr2+, которые приводят к необратимой блокаде АМПА и НМДА 
механизмов. Таким образом, замораживающий раствор на основе агара способствует сохранению 
высокого уровня активности АМПА и НМДА механизмов в переживающих срезах при криосохра-
нении. Разработанный раствор можно использовать для создания криобанка нервной ткани. 
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Cryopreservation biotechnology allows a long-term preservation makes it possible to preserve and subse-
quent recovery of biological objects for a long time. It This technology is used for creating is necessary 
to create a cryobanks. In this work, wWe have developeded a two-component freezing solution consist-
ing of  an artificial cerebrospinal fluid and agar in different concentrations. The effectiveness of the solu-
tion in terms offor long-term cryopreservation was investigated on surviving slices of the olfactory cor-
tex of the brain of such non-hibernating animals – as rats. Changes Variations in the activities of AMPA 
and NMDA glutamatergic mechanisms in brain slices were studied as functional indicators of successful 
cryopreservation. The following agar Different concentrations of agar were used: 33%, 44% and 50%. 
At a concentration of 33% agar, AMPA hyperactivation and recovery of NMDA recovery mechanisms were 
observed. At a concentration of 44% agar, hyperactivation of both mechanisms occurred. A cComplete 
recovery of the activities of the AMPA and NMDA mechanisms after prolonged cryopreservation (–10°C, 
52 days) was achieved at an agar concentration of 50%. The developed freezing agar-based freezing solu-
tion developed and studied by us does not contains no “heavy” protectors (DMSO), antibiotics, and cations, 
such as Ba2+ and Sr2+, which normally lead to an irreversible blockade of AMPA and NMDA mechanisms. 
Thus, an the agar-based freezingdeveloped solution solution helpscontributes to maintaining a high level 
of activity of AMPA and NMDA activity mechanisms in slices during their cryopreservation. The devel-
oped solution can be used to create a cryobank of nervous tissue.
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Введение
В настоящее время в криобиологии раз-

рабатываются замораживающие р-ры 
для успешного и длительного низкотемпе-
ратурного криосохранения биологических 
объектов. Особенная сложность создания 
таких р-ров возникает при криосохра-
нении нервной ткани. Это связано с тем, 
что нервные структуры гетерогенны (ней-
роны, синапсы, мембранные рецепторы) 
и неодинаково реагируют на криосохране-

ние и последующее отогревание. Различие 
также проявляется в химических процессах, 
которые могут быть неодинаково уязвимы 
к действию низкотемпературного воздей-
ствия, которые приводят к повреждению 
нервной ткани. Для устранения таких кри-
оповреждений необходим особый подход 
к созданию замораживающих р-ров.

Существуют коммерчески доступные за-
мораживающие препараты для хранения би-
ологических р-в нервных клеток. Такие р-ры, 
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как «CryoStor10 (CS10)», «Hibernate-A», 
«Hibernate-E», применяются для замора-
живания гепатоцитов, клеточных элемен-
тов крови, стволовых и раковых клеток. 
Однако их серьёзным недостатком являет-
ся наличие в них 10% диметилсульфоксида 
(ДМСО). Установлено, что ДМСО является 
«тяжёлым» протектором и необратимо бло-
кирует активность нервных клеток срезов 
мозга [4]. Другим недостатком является 
глубокое замораживание (–80°С, –196°C) 
биологических объектов. Такая глубина 
замораживания приводит к необратимому 
изменению конформаций внутриклеточных 
белковых структур и блокаде клеточных 
функций [7]. Таким образом, по характери-
стикам эти замораживающие р-ры не явля-
ются оптимальными для длительного крио-
сохранения нервной ткани мозга.

Замораживающие р-ры «Neurostore» 
(«Sigma-Aldrich», США), «CryoStor10» 
(«Thermo Fisher», США) специально раз-
работаны для замораживания и криосох-
ранения эмбриональных нейронов из гип-
покампальных и кортикальных структур 
мозга крыс. При использовании такого р-ра 
было обнаружено, что жизнеспособность 
криосохранённых нейронных культур 
уменьшалась по сравнению с активностью 
нейронов до замораживания, что указыва-
ет на невысокую эффективность этих р-
ров [9, 12, 13]. Причина заключается в том, 
что в них содержится «тяжёлый» протектор 
ДМСО, а также антибиотики пенициллин 
и стрептомицин. Последние, как известно, 
вызывают гипервозбудимость в нервной 
ткани, приводящую к возникновению эпи-
лептических разрядов. Кроме того, глубина 
криосохранения составляет –80°С, что вы-
зывает необратимые конформационные из-
менения внутриклеточных ферментов [7]. 
Следовательно, использование таких р-ров 
для криосохранения эксплантатов (срезов) 
мозга теплокровных является нецелесоо-
бразным.

Для повышения эффективности криосох-
ранения нервных механизмов в последнее 
время применяются альгинатные гидроге-
ли в качестве основы для создания криоза-
щитной среды [8, 15]. Существенным недо-
статком таких р-ров является наличие в их 
составе двухвалентных катионов Ba2+ и Sr2+. 
Известно, что эти компоненты заморажи-
вающих р-ров необратимо блокируют си-
наптическую активность и, следовательно, 
после цикла замораживания/отогревания 
не способствуют сохранению активности 
синаптических механизмов в эксплантатах 
мозга. Кроме того, использование таких 
р-ров связано с добавлением «жёстких» 
криопротекторов (ДМСО), которые необра-
тимо нарушают функции нейронов, синап-
сов и уменьшают протективный потенциал 
таких замораживающих р-ров.

Для устранения недостатков существую-
щих криозамораживающих р-ров в настоя-
щей работе мы разработали замораживаю-
щие р-ры с добавлением агара в солевой р-р, 
имитирующий искусственную цереброспи-
нальную жидкость (ИЦЖ). Агар является 
природным полимером, который использу-
ется в биологии и медицине, благодаря его 
биосовместимости с живыми объектами. 
Агар в качестве криопротектора нервной 
ткани ранее не использовался. Мы пола-
гали, что создание замораживающего р-ра 
на основе агара будет способствовать со-
хранению активности нервных структур 
мозга. Для изучения эффективности таких 
р-ров мы использовали переживающие сре-
зы обонятельной коры мозга крыс. В срезах 
мы тестировали эффективность заморажи-
вающего р-ра на сохранение активностей 
глутаматергических ионотропных a-ами-
но-3-гидрокси-5-метилизоксазол-4-про-
пионовой кислоты (АМПА) и N-метил-
D-аспартата (НМДА) рецепторных 
механизмов [11]. Длительность криосохра-
нения срезов мозга при температуре –10°С 
составляла 52 сут.
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Материалы и методы
В исследованиях использовались белые 

крысы-самцы Wistar массой 180–200 г. Все 
эксперименты проведены на крысах из би-
околлекции «Коллекция лабораторных мле-
копитающих разной таксономической 
принадлежности» Института физиологии 
им. И.П. Павлова РАН, поддержанной про-
граммой биоресурсных коллекций ФАНО 
России, с соблюдением рекомендаций 
по этике работы с животными, предло-
женными European Communities Council 
Direction (86/609 EEC). Опыты с животны-
ми были проведены в строгом соответствии 
с Руководством Совета Федерации по уходу 
и использованию лабораторных животных 
(1994 г.) и с руководящими принципами 
этического кодекса Института физиологии 
им. И.П. Павлова РАН (1996 г.). 

В настоящей работе были исследованы 
протективные эффекты криосохранения 
срезов обонятельной коры (клеточная куль-
тура) в замораживающем р-ре, состоящем 
из ИЦЖ и агара в различных концентраци-
ях. Такой р-р для криосохранения срезов 
был двухкомпонентным и готовился в сле-
дующей последовательности (рис. 1).

В качестве исходного компонента 
для изготовления замораживающего р-ра 
была ИЦЖ. Её состав (мM): NaCl — 124,0; 
KCl — 5,0; CaCl2 — 2,6; KH2PO4 — 1,24; 
MgSO4 — 1,2; NaHCO3 — 3,0; глюкоза — 
10,0; трис-НCl — 23,0; рН 7,2–7,3. В неё 
входят необходимые ионы и катионы (ана-
логично in vivo) для поддержания электри-

ческой активности нейронов срезов мозга, 
а также глюкоза для энергетического обес-
печения их активности. Концентрация ио-
нов была оптимизирована для длительной 
(10 ч и более) жизнедеятельности срезов 
мозга [10]. Важным компонентом ИЦЖ 
является буферная ёмкость р-ра. Она обра-
зована из гибридной буферной системы: 
карбонатный буфер, NaHCO3; фосфатный 
буфер, KH2PO4; трис(гидроксиметил)ами-
нометан, (HOCH2)3CNH2. Такая буферная 
система обеспечивает электрическую ак-
тивность нейронов в диапазоне рН 7,2–7,4. 
Среда с такими характеристиками способ-
ствует длительному поддержанию активно-
сти нейронов срезов мозга крыс [3].

Другим компонентом для приготовления 
замораживающей среды был естественный 
полимер агар. Первоначально для получе-
ния агара были использованы водоросли 
Белого моря (Россия). Однако получить 
и очистить агар в лабораторных условиях 
в достаточном количестве было сложно. 
Далее в наших опытах был использован по-
рошкообразный агар Difco Bactor (США). 
Выбор этого типа агара был основан тем, 
что в нём отсутствуют токсические кати-
оны (Cu2+, Ba2+), которые могут ингибиро-
вать функционирование нейронов и синап-
сов.

Замораживающий р-р был приготовлен 
в два этапа. На первом этапе получали ге-
левый р-р агара. Для этого агар-порошок 
(3 г) заливали 100 мл 1 М NaCl и выдер-
живали 10 дней в термостате при темпе-

Рис. 1. Приготовление раствора для криосохранения срезов обонятельной коры головного мозга.
Fig. 1. Preparation of a solution for cryopreservation of sections of the olfactory cortex of the brain.
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ратуре +32…+35°С. Полученный гелевый 
р-р центрифугировали (Элекон П10-0.1, 
Россия) при скорости 2000 об./мин в тече-
ние 10 мин. Лёгкую фракцию отсасывали 
из р-ра и использовали для последующего 
приготовления замораживающей среды 
для криосохранения срезов. Тяжёлая фрак-
ция агара не использовалась из-за неодно-
родности её состава.

На втором этапе были приготовлены за-
мораживающие р-ры для криосохранения 
срезов в следующей последовательности. 
Для получения этих р-в с разной концен-
трацией агара использовалась его лёгкая 
фракция с добавлением ИЦЖ. Р-р с концен-
трацией агара 33% состоял из 0,5 мл лёгкой 
фракции агара и 1,0 мл ИЦЖ. Р-р с концен-
трацией агара 44% состоял из 0,8 мл лёгкой 
фракции агара и 1,0 мл ИЦЖ. Р-р с концен-
трацией агара 50% состоял из 1,0 мл лёгкой 
фракции агара и 1,0 мл ИЦЖ.

Срезы головного мозга помещали в сте-
клянные флаконы с этими р-рами. Затем 
флаконы со срезами постепенно замора-
живали до –10°С при медленной скоро-
сти (0,1°С/мин) в морозильной камере 
с термостатом ThermoStat plus («Eppendorf», 
Германия) в течение 52 сут. Через 52 сут. 
флаконы со срезами отогревали до +37°С 
с медленной скоростью 0,1°С/мин.

Исследования протективных эффек-
тов замораживающего р-ра проводились 
на тангенциальных срезах толщиной 400–
500 мкм, которые изготавливали устройст-
вом Емельянова (Институт физиологии им. 
И.П. Павлова РАН) из мозга крыс-самцов 
Wistar (13 животных). Каждый срез преин-
кубировали отдельно в стеклянных виалах 
ИЦЖ (без агара) объёмом 1 мл в аппара-
те Варбурга (Модель ВА 01 10, Германия) 
при температуре +37°С с частотой качания 
120/мин в течение 2 ч, что имитирует кро-
вообращение в мозге.

После преинкубации срезов в течение 2 ч 
(без агара) их по одному извлекали из фла-
конов, помещали в проточную регистри-

рующую камеру электрофизиологической 
установки [1] и перфузировали со скоро-
стью 2 мл/мин ИЦЖ (солевой состав указан 
выше). В течение 15 мин срезы перфузиро-
вали ИЦЖ без агара. В срезах экстракле-
точно регистрировали АМПА и НМДА по-
тенциалы стеклянными микроэлектродами, 
заполненными 1 M NaCl сопротивлением 
1–5 мОм в ответ на электрическую стиму-
ляцию одиночными импульсами (ЭСУ-1, 
Россия) латерального обонятельного трак-
та [2]. Потенциалы оцифровывали аналого-
цифровым интерфейсом (Е 20-10, Россия) 
с частотой квантования 25 кГц и обрабаты-
вали на компьютере с помощью специаль-
ной программы. Полученные значения ам-
плитуд АМПА и НМДА потенциалов были 
контрольными до криосохранения срезов 
без агара.

Затем, после регистрации в срезах кон-
трольных значений АМПА и НМДА потен-
циалов, их переносили в виалы с заморажи-
вающими р-ми с агаром при температуре 
+37°С в различных концентрациях: 33%, 
44% и 50%. Далее виалы со срезами поме-
щали в морозильную камеру с термостатом 
ThermoStat plus («Eppendorf, Германия») 
и замораживали с медленной (0,1°С/мин) 
скоростью до температуры –10°С. При этой 
температуре срезы сохраняли в течение 
52 сут. Спустя это время виалы со сре-
зами отогревали с медленной скоростью 
0,1°С/ мин до +37°С. Затем в каждом срезе 
регистрировали АМПА и НМДА потен-
циалы. Значение их амплитуд выражали 
в процентах по отношению к контрольным 
потенциалам (до криосохранения).

В данном исследовании криопротекто-
ры — такие, как диметилсульфоксид, эти-
ленгликоль, глицерин, 1,2-пропандиол, ди-
метилформамид и др., — не использовали, 
поскольку они необратимо блокируют ак-
тивность нейронов и синапсов [4], в т. ч. ак-
тивности АМПА и НМДА механизмов.

Химические реактивы для получения 
замораживающих растворов были прио-
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бретены в фирмах «Химреактив» (Россия) 
и «Difco Bactor agar» (США).

Для статистической обработки данных 
применяли непараметрический U-критерий 
Уилкоксона–Манна–Уитни. Числовые дан-
ные были выражены как среднее значение 
± стандартная ошибка среднего (S.E.M.). 
Уровень статистической значимости был 
на уровне р≤0,05.

Результаты исследований
Протективные эффекты замораживаю-

щего р-ра, состоящего из ИЦЖ и лёгкой 
фракции агара с различными концентраци-

ями, были проанализированы на сохране-
ние и восстановление активностей АМПА 
и НМДА потенциалов в срезах после их 
длительного криосохранения и последую-
щего отогревания до +37°С. 

После криосохранения срезов в замо-
раживающем р-ре с концентрацией агара 
33% было выявлено, что амплитуда АМПА 
потенциалов увеличивалась в среднем 
на 59±7% (n=7) по сравнению с амплиту-
дой АМПА потенциалов до криосохране-
ния (контроль): температура +37°С — 100% 
vice versa после криосохранения 159±12%, 
p≤0,05, U=5, n=7 (рис. 2А). Такие измене-

Рис. 2. Значения АМПА и НМДА потенциалов до и после криоконсервации срезов обонятельной коры головного 
мозга крыс.
Fig.  2. Values of AMPA and NMDA potentials before and after cryopreservation of sections of the olfactory cortex 
of the rat brain.
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ния АМПА потенциалов свидетельствуют 
о гиперактивации АМПА механизмов после 
криосохранения (рис. 2А).

При концентрации агара 33% в замора-
живающей среде амплитуда НМДА потен-
циалов, в отличие от амплитуды АМПА 
потенциалов, статистически не отличалась 
от значений до криосохранения: конт-
роль (до криосохранения, температура 
+37°С) — 100% vice versa после криосохра-
нения 105±7%, p≤0,05; U=4, n=7 (рис. 2А). 
Полученные данные указывают, что АМПА 
и НМДА механизмы восстанавливаются по-
сле длительного криосохранения. Однако 
степени восстановления этих механизмов 
различны: АМПА механизмы усиливаются, 
НМДА — восстанавливаются. Очевидно, 
криосохранение срезов в замораживаю-
щем р-ре в концентрации 33% не является 
оптимальным для сохранения активности 
АМПА, но способствует восстановлению 
НМДА механизмов.

Для достижения равноценного восста-
новления АМПА и НМДА механизмов был 
исследован замораживающий р-р с концент-
рацией агара 44%. Было обнаружено, что ам-
плитуды АМПА и НМДА потенциалов ста-
тистически достоверно увеличивались 
на 74±8% и 87±9% соответственно, p≤0,05; 
U=5, n=7 (рис. 2Б). Эти данные свидетель-
ствуют о гиперактивации как АМПА, так 
и НМДА механизмов после криосохранения. 
Следовательно, несмотря на то, что актив-
ности АМПА и НМДА механизмов восста-
навливаются после криосохранения в замо-
раживающем р-ре с концентрацией агара 
44%, но уровни их активностей чрезмерны 
и не являются оптимальными. 

Для получения полного сохранения ак-
тивностей АМПА и НМДА потенциалов, 
равных по их значениям до криосохране-
ния, концентрация агара в замораживающем 
р-ре была увеличена до 50%. В результате 
проведённых исследований было выявлено 
восстановление активностей этих механиз-
мов. АМПА: контроль (до криосохране-

ния, температура +37°С) — 100% vice versa 
после криосохранения — 88±6%, p≥0,05; 
U=10, n=7, т. е. различия статистически не-
достоверны (рис. 2В). Амплитуда НМДА 
потенциалов после отогревания была рав-
на значениям до криосохранения: контроль 
(до криосохранения, температура +37°С) — 
100% vice versa после криосохранения — 
97±9%, p≥0,05; U=12; n=7 (рис. 2В).

Таким образом, сопоставляя полученные 
результаты восстановления активности 
как АМПА, так и НМДА механизмов после 
криосохранения в замораживающем р-ре 
с концентрацией агара 50%, можно утвер-
ждать, что он способствует защите этих ме-
ханизмов.

Обсуждение результатов
В настоящей работе представлены резуль-

таты получения и исследования заморажи-
вающего р-ра, состоящего из ИЦЖ и агара 
в различных концентрациях, для длитель-
ного криосохранения эксплантатов (сре-
зов) мозга. Считается, что агар является 
подходящим биоматериалом для имитации 
каркасов внеклеточного матрикса с пори-
стой структурой. Учитывая эти свойства 
агара, мы надеялись получить протектив-
ный эффект сохранения активности АМПА 
и НМДА механизмов. В качестве функцио-
нальных индикаторов успешного криосох-
ранения были изучены изменения активно-
стей АМПА и НМДА глутаматергических 
механизмов.

Хотя были использованы различные кон-
центрации агара, полное восстановление 
активностей АМПА и НМДА механизмов 
после длительного криосохранения (–10°С, 
52 сут.) было достигнуто при концентрации 
агара 50%. Эти данные свидетельствуют 
о зависимости протективных свойств замо-
раживающего р-ра от концентраций агара. 
Следовательно, при последующем состав-
лении замораживающих р-ров на основе 
агара и их исследовании следует учитывать 
концентрационные характеристики.
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Рассмотрим протективный потенциал ага-
ра. Принимая во внимание величину молеку-
лярного веса агара (32–200 кДа), его следует 
отнести к непроникающему типу криопро-
текторов. По химической природе агар яв-
ляется биополимером, макромолекулы 
которого образованы двумя полисахарида-
ми — агарозы и агаропектина. Агароза, вхо-
дящая в состав агара (50–80%), представляет 
собой линейный полисахарид и рассматри-
вается как менее высокомолекулярная фрак-
ция полимера, тогда как агаропектин имеет 
сетчатую структуру с большей молекуляр-
ной массой [5, 6, 14]. Установлено, что агар 
при формировании геля проявляет высокую 
гидратационную способность, позволяю-
щую создавать устойчивые структуры с мо-
лекулами воды. Вероятно, что абсорбция 
агаром молекул воды из внеклеточного про-
странства срезов создаёт защиту мембран 
нервных клеток от осмотических напряже-
ний, уменьшению образованию кристаллов 
льда и их разрушительного воздействия 
на мембраны в процессе криосохранения [5].

Сопоставляя эффективность разрабо-
танного нами замораживающего р-ра 
на основе агара с характеристиками суще-
ствующих замораживающих р-ров, напри-
мер, «CryoStor10 (CS10)», «Hibernate-A», 
«Hibernate-E», «Neurostore» и др., следует 

отметить, что они проявляли бы существен-
ные негативные воздействия на активности 
синаптических глутаматергических ионо-
тропных механизмов (АМПА, НМДА), по-
скольку в их составе содержатся «тяжёлый» 
криопротектор (ДМСО), антибиотики (пе-
нициллин и стрептомицин), а также катионы, 
такие как Ba2+ и Sr2+, приводящие к необра-
тимой блокаде АМПА и НМДА механизмов.

Заключение
Таким образом, представленные дан-

ные доказывают, что замораживающий 
р-р, состоящий из искусственной цере-
броспинальной жидкости и агара в раз-
личных концентрациях, защищает АМПА 
и НМДА механизмы от криоповреждений 
при их длительном криосохранении (–10°С, 
52 сут.). Исследованные механизмы демон-
стрируют восстановление электрической 
активности (до 100%) по сравнению со зна-
чениями до криосохранения. Эти данные, 
впервые полученные, доказывают, что агар 
является эффективным нейропротектором. 
Мы полагаем, что разработанный нами 
замораживающий р-р для криосохранения 
эксплантатов головного мозга (срезов) не-
гибернирующих теплокровных животных 
будет использован для создания биобанка 
нервной ткани. 
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