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РЕФЕРАТ 
В последние годы молочное животноводство в России активно развивается во многих направлени-

ях, обеспечивая потребителей молоком, молочными продуктами, мясом и другим сырьем. Особенно 
актуальными становятся автоматизация процессов выращивания крупного рогатого скота и селекция 
наиболее экономически выгодных молочных и мясных пород, чему способствует активное применение 
искусственного осеменения в данном сельскохозяйственном секторе. Успешность искусственного осе-
менения определяется множеством факторов, в том числе качеством используемых разбавителей спер-
мы и корректностью протоколов криоконсервации. Целью настоящего исследования является апроба-
ция протокола криоконсервации спермы быка голштинской породы. Были произведены взятие, оценка 
эякулята, его предподготовка (центрифугирование, разбавление, охлаждение). Процесс заморозки про-
водился методом, представленным в статье Ansari M.S., Rakha B. A. etal. (2015) для спермы буйволов: 
соломинки выдерживали над парами жидкого азота на расстоянии 5 см в течение 10-ти минут, а затем 
проводили погружение в сосуд Дьюара. Оценка подвижности сперматозоидов проводилась 3 раза: по-
сле взятия спермы, после охлаждения, а также 0 часов после оттаивания. Было определено негативное 
влияния процесса криоконсервации на морфофункциональные характеристики сперматозоидов. В ходе 
исследования было отмечено снижение подвижности прогрессивно двигающихся сперматозоидов на 
21,53%, а также резкое увеличение неподвижных сперматозоидов до и после криоконсервации с 6,8% 
до 33,82%. Количество непрогрессивно двигающихся сперматозоидов было снижено с 9,12 % до 2,91%. 
Изменение морфологических показателей сперматозоидов в результате криоконсервации (после охла-
ждения и 0ч после оттаивания): количество нормальных сперматозоидов уменьшилось на 12%, увели-
чилось количество сперматозоидов с дефектами хвоста на 11% и головки на 2%. Исходя из полученных 
данных, можно сделать вывод, что использование данного протокола криоконсервации, с предвари-
тельной подготовкой, способствует сохранению жизнеспособности сперматозоидов. Дальнейшие ис-
следования будут направлены на изучение и создание криопротекторов, повышающих сохранность 
сперматозоидов быков-производителей в процессе глубокого замораживания. 

ВВЕДЕНИЕ 
Молочное животноводство обеспечивает по-

стоянное поступление молока и молочных про-
дуктов на рынок, что является важным фактором 
для устойчивого экономического роста и повы-
шения благосостояния населения. Исходя из это-
го, молочная промышленность является хоро-
шим показателем рентабельности сельского хо-
зяйства и устойчивым сектором экономики стра-
ны в целом [7]. Эффективность производства 
молока зависит от проведения ветеринарных ме-
роприятий по воспроизводству стада, включаю-
щих в себя искусственное осеменение. 

Искусственное осеменение – репродуктивная 
технология, при которой сперму, полученную от 
производителя, с помощью специальных инстру-
ментов вводят в половые пути самки [2, 8]. Из-
вестно, что при естественной случке от быка-
производителя в течение года можно получить 
не более 60-80 телят. Криоконсервация спермы 
для проведения искусственного осеменения поз-
воляет увеличить результативность до 50 тыс. 

телят [4,6]. Как известно, криоконсервация –
глубокое замораживание спермы (-196 ℃), кото-
рое обеспечивает долгосрочное хранение генети-
ческого материала. Успешность данной процеду-
ры определяется процентом жизнеспособности 
сперматозоидов после разморозки спермы и за-
висит от таких факторов, как режим центрифуги-
рования, качество разбавителя и степень разбав-
ления, время охлаждения и протокола заморозки.  

На сегодняшний день существует огромное 
количество эффективных протоколов заморозки 
спермы быков-производителей, однако, многие 
из них разработаны для племенных станций и 
представляют собой достаточно сложный с точки 
зрения технического оснащения (аппараты для 
наполнения и запечатывания, контейнеры с про-
граммой «автоматическое замораживание» и т.д.) 
процесс. В связи с этим, актуальным является 
поиск и апробация протоколов, пригодных для 
заморозки семени в производственных условиях.  

Целью настоящего исследования является 
апробация протокола криоконсервации спермы 
быка с использованием готовой концентрирован-
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ной среды - разбавителя компании IMV (Франция).  

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Исследование было проведено в научно-

образовательной лаборатории по трансплантации 
эмбрионов животных на базе ФГБОУ ВО «Санкт‐
Петербургского государственного университета 
ветеринарной медицины». Было проведено взятие 
и исследование спермы быка голштинской породы 
в возрасте трех лет (n=1). Отбор пробы был произ-
веден с помощью искусственной вагины модели 
IMV (Франция) согласно ГОСТ32222–2013 [3]. 

Оценка спермы состояла из комплексного 
исследования, включающая в себя определение 
таких параметров как объем, запах, цвет, концен-
трация, морфология, подвижность. 

Исследование проводилось с помощью микро-
скопа Levenhuk MED 45T. Для подсчета концен-
трации сперматозоидов использовалась камера 
Горяева [1]. Оценка морфологии и подвижности 
сперматозоидов проводилась с использованием 
программы Аргус-CASA. Полученный образец 
был разведен в соотношении 1:100.  Оценка алик-
воты спермы производилась под увеличением 
10х10 с использованием камеры Маклера. При 
оценке подвижности учитывались следующие 
показатели:VAP – средняя скорость движения 
головки по усредненной траектории, мкм/сек; 
VSL –  скорость прямолинейного движения го-
ловки, мкм/сек; VCL – средняя скорость движе-
ния сперматозоидов по реальной траектории, 
мкм/сек; ALH – среднее отклонение головки, мкм; 
BCF – частота колебательных усредненных дви-
жений, Гц; STR – степень прямолинейности 
направленного движения сперматозоидов, %; LIN 
– степень волнистости треков, %; WOB – процент 
осцилляции, %. Для оценки морфологии исполь-
зовалась окраска Diff-Quick (набор включает: 1 – 
фиксатор (триарилметан, растворенный в метило-
вом спирте); 2 – краситель 1 (эозинофильный 
ксантен); 3 – краситель 2 (базофильный тиазин); 
экспозиция мазка в каждом растворе составляла 7 
минут) с дальнейшим проведением микроскопии 
(увеличение с использованием иммерсионного 
объектива100х10, иммерсионное масло). 

Для разбавления спермы был использован го-
товый разбавитель компании IMV (Франция). Со-
став данного разбавителя включает в себя сахара, 
минеральные соли, буфер, антиоксиданты, глице-
рин, фосфолипиды, антибиотики (гентамицин, 
тилозин, линкомицин и спектиномицин). Перед 
разбавлением сперму центрифугировали в следу-
ющем режиме: 7 минут со скоростью 600 об/мин с 
последующим удалением семенной плазмы (20%). 

Сперму разбавляли в соотношении 1:4 (1 мл – 
сперма, 2 мл – разбавитель, 4 мл – бидистиллиро-
ванная вода), далее – охлаждали при температуре 
+ 4°С в течение 2 часов для стабилизации взаи-
модействия между спермой и средой. После чего 
производили ручную упаковку разбавленной 
спермы при помощи микропипетки (Minitube) и 
пайет объемом 0,25 мл при температуре + 4°С.  

Процесс заморозки проводился методом, 
представленным в статье AnsariM.S., RakhaB. A. 
etal. (2015) для спермы буйволов: соломинки вы-

держивали над парами жидкого азота на расстоя-
нии 5 см в течение 10-ти минут, а затем проводи-
ли погружение в сосуд Дьюара [9]. Оттаивание 
спермы проводили при температуре +37°C в во-
дяной бане в течение 30 секунд. Оценка подвиж-
ности сперматозоидов проводилась 3 раза: после 
взятия спермы, после охлаждения, а также 0 ча-
сов после оттаивания.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
В настоящее время разработано большое коли-

чество криопротекторных сред для успешного 
проведения процедуры криоконсервации спермы 
(OptiXcell, BioXcell, BullXcell, INRA96, NutriXcell 
и AndroMed, CEP-2) [11]. В состав различных раз-
бавителей могут входить: соевый лецитин 
(AndroMed), свежий яичный желток (BullXcell), 
плазма каудального придатка семенника (CEP-2) 
[5]. Разбавитель компании IMV(Франция) включа-
ет липосомы и не содержит в своем составе жи-
вотного белка. Концентрированная среда-
разбавитель неоднократно использовалась в раз-
личных исследованиях [9, 11]. Chaudhari D.V., 
Dhami A. J. (2015) была доказана роль готовой 
концентрированной среды как эффективного 
криопротектора в процессе глубокой заморозки. 
Так, при оценке спермы буйволов после оттаива-
ния (0 часов) были зарегистрированы такие пока-
затели как жизнеспособность (59.67±0.91%), по-
движность 49.90±0.90%, количество нормальных 
сперматозоидов 88.73±0.18%, сперматозоидов с 
интактными акросомами - 78.50±0,25% [10].  

При проведении комплексного анализа спер-
мы быка 0 часов после взятия были получены 
следующие данные: цвет белый, с желтоватым 
оттенком, запах - слабый специфический, объем - 
10 мл, концентрация – 1.8 млрд.,  количество нор-
мальных сперматозоидов составляло 69 %, коли-
чество сперматозоидов с дефектами: хвостов – 20 
%, шейки – 7 %, головок – 1 %, других дефектов 
– 3 %, количество прогрессивно двигающихся 
сперматозоидов – 87,41 %, непрогрессивно двига-
ющихся – 6,99 %, неподвижных – 5,59 %. 

Была проведена криоконсервация спермы 
быка, которая включала в себя подготовку 
(центрифугирование, разбавление, охлаждение) и 
двухфазовую глубокую заморозку. Результаты 
морфологической оценки сперматозоидов быка 
охлажденной и размороженной спермы приведе-
ны в диаграммах 1 и 2. 

Согласно данным диаграммы (рис. 1), количе-
ство морфологически нормальных сперматозои-
дов после 2 часов охлаждения составило 58%. 
Наибольшее число отклонений среди патологи-
ческих форм сперматозоидов наблюдалось в хво-
сте (16%), также были обнаружены отклонения в 
шейке (15%) и головке (10%). 

Согласно данным диаграммы (рис.2), количе-
ство нормальных сперматозоидов после прове-
денной криоконсервации составило 46%, количе-
ство сперматозоидов с патологией хвоста 27%, 
патологией головки 12%, патологией шейки 14%. 
Таким образом, морфологические показатели 
сперматозоидов изменились в результате крио-
консервации: количество нормальных спермато-
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зоидов уменьшилось на 12%, увеличилось коли-
чество сперматозоидов со следующими дефекта-
ми: хвоста на 11%, головки на 2%.  

В ходе проведения исследований было выяв-
лено благоприятное воздействие готовой концен-
трированной среды-разбавителя компании IMV 
(Франция) на подвижность сперматозоидов (рис. 
3). Так, после разбавления и охлаждения спермы 
наблюдалось снижение прогрессивного движе-
ния сперматозоидов с 87,41 до 84,04%, соответ-
ственно, что составило разницу в 3,33% по срав-
нению со значениями 0 часов после взятия. Заре-
гистрировано увеличение количества спермато-
зоидов с непрогрессивной подвижностью и непо-
движных сперматозоидов после разбавления и 
охлаждения на 2,13 и 1,21%, соответственно. 

Было определено негативное влияния процес-
са криоконсервации на морфофункциональные 
характеристики сперматозоидов. В ходе исследо-
вания было отмечено снижение подвижности 
прогрессивно двигающихся сперматозоидов на 
21,53%, а также резкое увеличение неподвижных 
сперматозоидов до и после криоконсервации с 
6,8% до 33,82%. Количество непрогрессивно 
двигающихся сперматозоидов было снижено с 
9,12 % до 2,91%.  

Кинематические параметры подвижности 
сперматозоидов приведены в таблице 1. 

Согласно данным таблицы 1, скорость прямо-

линейного движения (VSL) и скорость переме-
щения сперматозоидов по траектории (VCL) сни-
жались после криоконсервации на 382,45 и 
486,63мкм/сек, соответственно. Средняя ско-
рость движения по усредненной траектории 
(VAP) также имела тенденцию к снижению по-
сле криоконсервации. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, в проведенном исследовании 

использовался следующий протокол: разбавле-
ние спермы готовой концентрированной средой-
разбавителем (IMV, Франция) в соотношении 
1:4, охлаждение при температуре 4 ℃ в течение 
2 часов, заморозка, включающая в себя фикса-
цию соломинок над парами азота в течение 10 
минут на расстоянии 5 см, далее полное погру-
жение в сосуд Дьюара[9].Использование данного 
протокола криоконсервации, с предварительной 
подготовкой, способствует сохранению жизне-
способности сперматозоидов с такими показате-
лями как 46% нормальных сперматозоидов, 27% 
с патологией хвоста, 14% с патологией шейки, 
12% с патологией головки, 1% с другими патоло-
гиями, а также 63,27% прогрессивно двигающих-
ся сперматозоидов, 2,91% непрогрессивно двига-
ющихся и 33,82% неподвижных сперматозоидов.  
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Таблица 1. 
Кинематические показатели подвижности сперматозоидов быка после взятия, охлаждения и оттаива-

ния спермы 

Время проведе-
ния 

Показатели подвижности 

VSL, мкм/
сек 

VCL, 
мкм/сек 

LIN, % 
VAP, 

мкм/сек 
WOB, % STR, % 

ALH, 
мкм 

BCF, 
% 

После получе-
ния (0 часов) 

725,76 1087,16 66,76 926,7 85,24 78,32 2,23 0 

После охлажде-
ния (0 часов) 

1207,1 1416,03 85,25 1232,25 87,02 97,96 1,99 3571,43 

После оттаива-
ния (0 часов) 

824,65 929,4 88,73 845,22 90,94 97,56 
1,95 

  
0 

RESULTS OF TESTING THE PROTOCOL FOR CRYOPRESERVATION OF BULL SPERM 
USING A CONCENTRATED DILUTENT MEDIUM 

Elena Aleksandrovna Korochkina, PhD of Veterinary Sciences, Docent 
Varvara S. Pushkina, Elizaveta I. Bakhturina, Maria A. Maksimova, Vladimir V. Nikitin 

St. Petersburg State University of Veterinary Medicine, Russia  

In recent years, dairy farming has been actively developing in Russia in many directions, providing consumers with 
milk, dairy products, meat and other raw materials. Particularly relevant are the automation of the processes of raising 
cattle and the selection of the most economically profitable dairy and meat breeds, which is facilitated by the development 
of artificial insemination in this agricultural sector. The success of artificial insemination is determined by many factors, 
including the quality of sperm extenders used and the correctness of cryopreservation protocols. The purpose of this study 
is to test a protocol for cryopreservation of Holstein bull sperm. The ejaculate was collected, evaluated, and pre-prepared 
(centrifugation, dilution, cooling). The freezing process was carried out using the method presented in the article by Ansa-
riM.S., RakhaB. A. et al. (2015) for buffalo sperm: the straws were kept above liquid nitrogen vapor at a distance of 5 cm 
for 10 minutes, and then immersed in a Dewar flask. Sperm motility was assessed 3 times: after sperm collection, after 
cooling, and 0 hours after thawing. The negative impact of the cryopreservation process on the morphofunctional charac-
teristics of sperm was determined. The study noted a decrease in the motility of progressively moving sperm by 21.53%, as 
well as a sharp increase in immobile sperm before and after cryopreservation from 6.8% to 33.82%. The number of non-
progressive spermatozoa was reduced from 9.12% to 2.91%. Changes in the morphological parameters of sperm as a result 
of cryopreservation (after cooling and 0 hours after thawing): the number of normal sperm decreased by 12%, the number 
of sperm with tail defects increased by 11% and head by 2%. Based on the data obtained, we can conclude that the use of 
this cryopreservation protocol, with preliminary preparation, helps preserve sperm viability. Further research will be aimed 
at studying and creating cryoprotectors that increase the safety of sperm of breeding bulls during deep freezing. 

Key words: cryopreservation of bull sper m, assessment of quality indicators, cryopreservation protocol. 
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РЕФЕРАТ 
В последние годы, увеличивается потребление молока и молочной продукции, соответственно воз-

растает необходимость в повышении продуктивности животных и производства молока. Одним из спо-
собов достижения этой цели, как считают специалисты, является раннее осеменение телок. В условиях 
конкретной технологии производства необходимо устанавливать оптимальные, наиболее выгодные 
сроки начального полового использования телок.  

Нами были проведены исследования, целью которых явилось изучение продуктивных качеств те-
лок, осемененных в возрасте 12 мес. в сравнении с животными более поздних сроков осеменения. 

Анализ данных изменения живой массы в процессе роста показал, что телки 1-й группы росли ин-
тенсивно во все возрастные периоды, опережая сверстниц по живой массе.  Изучение показателей мо-
лочной продуктивности показало, что за 305 дней 1-й лактации и за всю лактацию животные 1-й группы 
(раннее осеменение) уступали только животным 2-й групп по количеству молока, но отличались высо-
кой жирномолочностью (3,93%). Удой на 1 дойный день у животных 1-й группы был ниже на 0,4-0,8 кг. 
По результатам 2-й лактации различий в продуктивности между животными разных групп не выявлено. 

Анализ данных о продолжительности использования молочных коров разного возраста осеменения 
показал, что в сложившихся условиях кормления, содержания и использования животных в исследуе-
мом хозяйстве коровы с ранним сроком осеменения (12,0 мес.) использовались дольше других - 1,4 
лактации. Размеры тела первотелок, а именно ширина в крестце, была оценена у животных 1-й группы 
на 3 балла, что хуже, чем у первотелок других групп. 

Ключевые слова: телки, возраст осеменения, живая масса, молочная продуктивность, продол-
жительность продуктивного использования, ширина таза в крестце. 

ВВЕДЕНИЕ 
Молочная продуктивность является одним из 

ключевых показателей эффективности производ-
ства молока в животноводстве. В связи с ростом 
потребления молочной продукции, увеличивается 
необходимость в повышении продуктивности жи-
вотных. Одним из способов достижения этой цели 
является раннее осеменение телок. [ 1,2,3,4,5 ] 

Слишком раннее первое оплодотворение те-
лок приводит к задержке, отставанию их в росте 
и развитии, к трудным родам, приплод рождается 
слабый, мелкий, организм телок ослабляется, 
сокращается длительность их хозяйственного 
использования. Задержка с первым оплодотворе-
нием приводит к недополучению телят и продук-

ции от коров, возрастают затраты на выращива-
ние, возникает трудность последующих их опло-
дотворений. Поэтому в каждом конкретном слу-
чае необходимо устанавливать оптимальные, 
наиболее выгодные сроки начального полового 
использования телок. [1,2] 

Организация воспроизводства стада – это 
один из элементов технологии производства мо-
лока [2]. Организация воспроизводства стада в 
молочном скотоводстве базируется на биологи-
ческих особенностях крупного рогатого скота, 
которые мы должны учитывать при ведении от-
расли. Еще недавно оптимальным возрастом 1 
осеменения телок считался возраст 16-18 меся-
цев (при достижении живой массы 70-75% от 
живой массы взрослой коровы). [2,3,5]. Исполь-


