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for the entire lactation, animals of the 1st group (early insemination) were infeIn recent years, due to the increase in the 
consumption of dairy products, the need to increase the productivity of animals has increased. One way to achieve this goal 
is to inseminate the heifers early. In the context of a specific production technology, it is necessary to establish the optimal, 
most profitable terms for the initial sexual use of heifers. 

Studies have been conducted to examine the milk productivity and duration of use of heifers inseminated at 12 months 
of age compared to animals at a later date of insemination. 

Analysis of live weight changes during growth rior only to animals of the 2nd group in the amount of milk, but differed 
in high fat content (3.93%). The yield on the 1st day in animals of the 1st group was lower by 0.4-0.8 kg. According to the 
results of the 2nd lactation, there were no differences in productivity between animals of different groups. 

Analysis of data on the duration of use of dairy cows of different insemination ages showed that under the current con-
ditions of feeding, keeping and using animals in the study farm, cows with an early insemination period (12.0 months) 
were used longer than others - 1.4 lactation. 

The body sizes of the first calves, namely the width in the sacrum, were estimated in animals of the 1st group by 3 
points, which is worse than in the first calves of other groups.  

Keywords: heifers, insemination age, live weight, milk productivity, duration of productive use, width in the sacrum. 
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ЗАМОРОЖЕНО-ОТТАЯННЫХ СПЕРМАТОЗОИДОВ ПЕТУХОВ 

ЗА СЧЕТ ПРИМЕНЕНИЯ ФЕРМЕНТАТИВНЫХ 
АНТИОКСИДАНТОВ В СОСТАВЕ РАЗБАВИТЕЛЕЙ 
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РЕФЕРАТ 
Криоконсервацию широко используют при создании криобанков репродуктивных клеток. В отличие 

от сельскохозяйственных животных, качественные показатели замороженного и оттаянного семени 
птиц ниже, что усложняет выбор особей для сохранения их семени. В данной работе мы изучили воз-
можность улучшить показатели спермы петухов после замораживания и оттаивания ферментативными 
антиоксидантами в составе разбавителей. Известно, что при витрификации половых клеток экзогенные 
антиоксиданты уменьшают деструктивное влияние активных форм кислорода (АФК). Это даст возмож-
ность усовершенствовать процедуру криоконсервации, уменьшив оксидативный стресс, которому под-
вергаются сперматозоиды. Результаты подтвердили, что супероксиддисмутаза и каталаза в составе раз-
бавителя ЛКС-1 для криоконсервации спермы петухов в дозах 75 МЕ/мл и 200 мкг/мл повышают жиз-
неспособность клеток на 3,65 % и 5,27 % соответственно.  

Ключевые слова: петухи, криоконсервация спермы, оксидативный стресс, апоптоз, антиоксиданты. 

ВВЕДЕНИЕ 
Криоконсервацию спермы петухов применя-

ют для сохранения генетического материала и 
поддержания поголовья кур, находящихся под 
угрозой исчезновения, создания криобанков ре-
продуктивных клеток редких и исчезающих по-
род кур. В настоящее время основной проблемой 
при криоконсервации спермы птиц является сни-
жение общей подвижности и фертильности спер-

мы и отсутствие стандартизированных протоко-
лов криоконсервации.  

Одна из причин деструктивного влияния 
криоконсервации на подвижность и жизнеспо-
собность сперматозоидов – повышенная выра-
ботка клетками активных форм кислорода 
(АФК). В основном АФК образуются при окис-
лительно-восстановительных реакциях, они 
необходимы для нормальной жизнедеятельности. 
Однако, криоконсервация индуцирует выработку 
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АФК в избыточных количествах, которые оказы-
вают повреждающее воздействие на клетки. Это-
му же способствует снижение активности анти-
оксидантных клеточных ферментов [10].   

Для защиты от такого деструктивного влияния 
клетки вырабатывают ингибиторы окислительных 
процессов – антиоксиданты. Но способность 
сперматозоидов многих видов животных и птицы 
их синтезировать ограничена [13, 9]. Основными 
антиоксидантами в клетках являются ферменты 
глутатионпероксидаза, глутатионредуктаза, супе-
роксиддисмутаза (СОД) и каталаза (КАТ). Супе-
роксиддисмутаза – важнейший элемент антиради-
кальной защиты, ее обнаружили во всех аэробных 
организмах. Этот фермент на три – четыре поряд-
ка ускоряет реакцию диспропорционирования 
супероксидных анионов, способен взаимодей-
ствовать с пероксидом водорода и выступать в 
качестве прооксиданта, инициируя генерацию 
радикалов супероксида и гидроксила [5]. Каталаза 
тоже разлагает перекись, основная ее функция – 
преобразование молекул H2O2 в свободный кис-
лород (O2) и воду (H2O) [3]. Исследования, про-
веденные со спермой сельскохозяйственных жи-
вотных, показали, что антиоксиданты как фермен-
тативной, так и не ферментативной природы по-
вышали жизнеспособность сперматозоидов после 
цикла замораживания/оттаивания [11].  

Некоторые протоколы криоконсервации спер-
мы млекопитающих и птиц предполагают предва-
рительно удалять семенную плазму [7], но это 
ограничивает предохраняющее действие антиокси-
дантных ферментов, часть которых находится 
именно в плазме [14]. Протективный эффект анти-
оксидантной системы также значительно снижал-
ся, если сперму перед замораживанием разбавляли 
[6]. Поэтому добавление экзогенных антиоксидан-
тов в состав разбавителя может оказаться перспек-
тивным способом улучшить показатели заморо-
женного и оттаявшего семени. Это особенно акту-
ально для спермы птиц, поскольку она в большей 
степени подвержена оксидативному стрессу из-за 
особенностей биохимического состава плазматиче-
ских мембран сперматозоидов [16]. Из-за низкой 
общей подвижности замороженного/оттаявшего 
семени, эякуляты некоторых производителей не 
могут использовать в криобанках.  

Цель исследования – определить возможность 
повышения качественных показателей эякулятов 
петухов с низкой общей подвижностью (≤30%) 
сперматозоидов после криоконсервации, за счет 
добавления в разбавитель супероксиддисмутазы 
и каталазы, и снижения уровня внутриклеточно-
го пероксида водорода, вызывающего оксидатив-
ный стресс клетки.  

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Сперму получали от 20 петухов породы Род – 

Айланд красный в возрасте 52 – 56 недель из 
«Генетической коллекции редких и исчезающих 
пород кур» (ВНИИГРЖ) методом абдоминально-
го массажа по W. Burrows и J. Quinn (1937). На 
протяжении трех недель эякулят собирали в пе-
нициллиновые флаконы дважды в неделю. В 
начале его индивидуально первично оценивали 

по показателям общей и прогрессивной подвиж-
ности после цикла замораживания/оттаивания. 
Для дальнейшей работы отобрали 12 голов, семя 
которых имело общую подвижность ≤30 %. Со-
бранную сперму объединяли в один кластер и 
делили на шесть равных аликвот, в соответствии 
с экспериментальными группами. Исследовали 
нативную сперму (без разведения) и пять опыт-
ных образцов, отличающихся составом разбави-
теля. Основным разбавителем служила ЛКС-1 
(Ленинградская криозащитная среда) разработан-
ная ВНИИГРЖ [1].  На ее основе приготовили 
четыре экспериментальные среды, добавляя во 
вторую и третью группы супероксиддисмутазу в 
количестве 75 МЕ/мл (S 75) и 200 МЕ/мл (S 200) 
соответственно, а в  четвертую и пятую группы  – 
100 мкг/мл (С 100) и 200 мкг/мл (С 200) каталазы. 
Первая проба (первая группа) с ЛКС-1 без добавок 
служила контролем. Разбавители смешивали со 
свежеполученным эякулятом сразу после взятия в 
соотношении 1:1. Использовали ферментативные 
антиоксиданты фирмы Sigma – Aldrich (США).  

Разбавленное семя помещали на 40 мин в холо-
дильную камеру при 5 0С для эквилибрации. Затем 
добавляли криопротектор N,N-диметилацетамид 
(Sigma – Aldrich) до конечной концентрации 6 % и 
вновь охлаждали  1 мин для уравновешивания тем-
пературы. Замораживание производили в гранулах 
по методике Л.Е. Нарубиной и др. [2]. Семя, 
набранное в капиллярную пипетку, накапывали в 
жидкий азот с высоты 7,5 см от поверхности 
(минус 41,4 0С). Положение пипетки контролиро-
вали с помощью термопары (Temperature measur-
ing instrument THERM 2420, AHLBORN), скорость 
раскапывания составляла ~ 1,4 гранулы в секунду. 
Размораживали образцы на нагретой до 60 0С ме-
таллической пластине (ВНИИГРЖ, 1989).  

Сперму анализировали на проточном цито-
метре Cytoflex (Beckman Coulter, Inc.). Для этого 
образцы дважды промывали двухкомпонентным 
разбавителем (ВНИИГРЖ, патент № 2482816, 
2013) по 7 мин при 1500 об/мин. Чтобы исклю-
чить посторонние клетки и конгломераты, попу-
ляцию сперматозоидов отбирали на точечном 
графике, построенном на результатах бокового 
светорассеивания (SSC-A) и малоуглового свето-
рассеивания (FSC-A). Полученные данные анали-
зировали при помощи программного обеспече-
ния CytExpert. 

Жизнеспособность клеток оценивали при по-
мощи набора для определения апоптотических 
клеток (Аннексин V, AF488/PI, Lumiprobe). Об-
разцы семени разбавляли до концентрации 3х106 
сперматозоидов в 1 мл, суспензию клеток два-
жды промывали (по 7 мин при 1500 об/мин) – 
сначала двухкомпонентным разбавителем ВНИ-
ИГРЖ, затем – буфером для связывания аннекси-
на. После этого клетки ресуспендировали в буфе-
ре, отбирали по 100 мкл для окрашивания. В 
каждую пробу вносили по 2 мкл аннексина, ин-
кубировали 10 мин при 25 0С и добавляли 400 
мкл буфера. Перед оценкой образцов на проточ-
ном цитометре приливали второй флуорохром – 
PI (5 мкл/500 мкл образца). Разведения образцов 
и концентрации флуорохромов соответствовали 
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рекомендациям производителя набора.  
Внутриклеточный пероксид водорода опреде-

ляли с флуорохромома  2,7-дихлорфлуоресцеина 
диацетат (DCFH-DA, Sigma – Aldrich, США). Об-
разцы семени разбавляли до концентрации 3х106 
сперматозоидов в 1 мл, к ним добавляли по 20 
мкл DCFH-DA (конечная концентрация 4 мкМ/
мл) и помещали в термостат на 20 мин при 25 0С. 
После инкубирования пробы отмывали от остат-
ков красителя (7 мин при 1200 об/мин), вносили 
второй флуорохром – PI (2 мкл/1000 мкл ) и оце-
нивали образцы на проточном цитометре. По 
уровню флуоресценции выделяли две популяции 
клеток – с высоким и низким содержанием H2O2.  

Для окрашивания митохондрий в живых клет-
ках использовали тетраметилродамин (TMRE, 
Lumiprobe, Россия). Это липофильный, положи-
тельно заряженный краситель способен прони-
кать через плазматическую мембрану клеток и 
селективно накапливаться в активных митохон-
дриях благодаря трансмембранному потенциалу, 
который они поддерживают в нормальном состо-
янии. Деполяризация митохондрий из-за запуска 
процессов апоптоза, некроза или других факто-
ров, снижающих мембранный потенциал, приво-
дят к меньшему накоплению красителя и его 
флуоресценции, по сравнению с интактными 
клетками. К разбавленным образцам семени 
(3х106 сперматозоидов в 1 мл) добавляли 1 мкл 
TMRE (конечная концентрация 1 мкМ/мл) и по-
мещали в темное место на 20 мин при 25 0С. По-
сле этого пробы дважды отмывали от остатков 
красителя (по 7 мин при 1200 об/мин) и оценива-
ли на проточном цитометре. 

Все полученные результаты обработаны ста-
тистически, достоверность определяли по крите-
рию Стьюдента. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Показатели нативной спермы находились на 

высоком уровне и отвечали требованиям ГОСТа 

[4]. Доля живых клеток равна 73,98 %, а мертвых 
и апоптотических – 19,38 %, высокий митохон-
дриальный потенциал выявили у 76,30 % сперма-
тозоидов. Процесс замораживания/оттаивания 
снизил качество спермы во всех опытных груп-
пах. Живые клетки составили 50,30 – 58,21 %. 
Коэффициент изменчивости этого показателя 
оказался 25,60 %. Вариабельность данных гово-
рит о непосредственном влиянии ферментатив-
ных антиоксидантов на жизнеспособность спер-
матозоидов после криоконсервации (Таблица 1). 

По сравнению с первой группой, отмечено 
достоверное снижение уровня перекиси водорода 
в сперматозоидах второй – четвертой групп, что 
связано с действием антиоксидантов в составе 
разбавителя (рис. 1) [3]. Уменьшилась также до-
ля клеток, подверженных апоптозу. Коэффици-
ент корреляции между числом сперматозоидов с 
повышенным содержанием внутриклеточного 
пероксида водорода и количеством апоптотиче-
ских клеток (r2=0,57, p˂0,05), подтвердил де-
структивное влияние АФК на жизнеспособность 
спермы после цикла замораживания/оттаивания. 
Наши данные согласуются с результатами, полу-
ченными на других сельскохозяйственных жи-
вотных. СОД в среде для криоконсервации спер-
мы быков и баранов повышала общую подвиж-
ность, жизнеспособность, целостность акросом и 
митохондриальную активность клеток [12, 15]. 
Аналогичные работы, проводимые на сперме 
петухов, согласуются с нашими результатами – 
ферментативные антиоксиданты в среде для 
криоконсервации достоверно увеличили жизне-
способность сперматозоидов после оттаивания 
[4]. В отличие от других авторов, использовав-
ших в своих исследованиях протоколы криокон-
сервации с постепенным снижением температу-
ры (slow-протокол), мы применяли метод витри-
фикации половых клеток. 

Достоверных различий в мембранном потен-

Таблица 1. 
Показатели спермы петухов до и после криоконсервации с разным составом разбавителей. 

Группа 
Живые 

клетки, % 
Апоптоз, % Некроз, % 

Мертвые 
клетки, % 

Внутриклеточ-
ный H2O2, % 

Митохондри-
альный потен-

циал, % 

Нативная 
сперма 

73,98±1,55A 3,18±0,88A 6,64±1,14A 16,20±1,18A 35,37±2,49A 76,30±8,33A 

Первая 
(контрол

ь) 
52,94±4,43BA 2,34±0,52B 19,94±1,87BA 24,90±6,88B 41,37±11B 62,81±5,73B 

Вторая 
S 75 

56,59±13,79CA 0,70±0,06CA 12,93±4,43C 34,33±14,29C 12,69±3,19CAB 64,04±13,63C 

Третья 
S 200 

51,49±8,69DA 1,01±0,31D 18,90±0,40DA 19,92±0,49D 10,02±3,79DAB 52,01±16,61D 

Четвер-
тая 

C 100 
50,30±3,23EA 2,48±0,66E 23,77±0,59E 20,24±1,95E 13,92±6,55EAB 72,65±5,34E 

Пятая 
C 200 

58,21±7,11FA 1,90±0,55F 13,16±7F 13,72±2,30F 12,84±6,20FAB 64,38±8,49F 

Примечание. Латинским буквам соответствуют группы: нативная сперма – А; первая – B; вторая 
(S75) – C; третья (S 200) – D; четвертая (C 100) – E; пятая (C 200) – F. Несколько букв показывают досто-
верность различий между группами, (p˂0,05), показатели сравнивали с контролем и между группами. 
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циале митохондрий не выявили, но в пробах вто-
рой, четвертой и пятой групп наблюдали тенден-
цию к повышению этого показателя. Поскольку 
митохондрии играют ключевую роль в процессе 
апоптоза сперматозоидов, взаимосвязь между 
уровнем внутриклеточного пероксида водорода и 
апоптозом может косвенно указывать на измене-
ния их функционального статуса. Одна из при-
чин запуска клеточной гибели – активация кас-
пазного каскада и экспрессия фосфатидилсерина 
на поверхности клетки, из-за высвобождения 
митохондриями цитохрома С и других апопто-
генных факторов [8].  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Установили, что супероксиддисмутаза и ката-

лаза в составе разбавителя ЛКС-1 для криокон-
сервации спермы петухов в дозах 75 МЕ/мл и 200 
мкг/мл повышают жизнеспособность клеток на 
3,65 и 5,27 % соответственно. Следовательно, 
экзогенные ферментативные антиоксиданты в 
составе разбавителя спермы петухов при крио-
консервации – перспективное направление изу-
чения способов снижения оксидативного стресса, 
которому подвергаются клетки. 

Работа выполнена в соответствии с Государ-
ственным заданием № 121052600357 – 8. 
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А Б В 

Рисунок 1. Изменение числа клеток с повышенным содержанием пероксида водорода: А – нативная 
сперма, Б – первая группа, В – вторая группа (S 75). Квадрант Q1- UL – клетки, положительные по флу-
орохрому DCFH-DA и отрицательные по PI. 
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Cryopreservation of rooster semen has found wide application in creation of reproductive cell’s cryobanks. Compare to 
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РЕФЕРАТ 
Исследования проводились на лактирующих больных субклиническим маститом коровах красно-

пёстрой голштинской и симментальской пород в возрасте от 1 до 8 лактаций. Были отобраны четыре 
группы животных по 10 голов в каждой. Первой группе в качестве лечения применяли комплексную 
мазь «Уберосепт» 1 раз в день, наружно на протяжении 5 дней. Второй группе применяли «Уберосепт» 
1 раз  в день, наружно на протяжении 5 дней, «Миксоферон» 3 мл внутримышечно 2 раза в день на 
протяжении 7 дней. Третьей группе применяли «Уберосепт» 1 раз  в день, наружно на протяжении 5 
дней, «Субмастин-КРС» 10 мл внутримышечно 1 раз в день на протяжении 3 дней. У всех опытных 
групп отбирали пробы крови для исследования морфобиохимических показателей и показателей пере-
кисного окисления липидов, антиоксидантной защиты и эндогенной интоксикации. Пробы отбирали до 

other farm animal’s semen, quality of frozen/thawed bird semen are often lower. This factor makes choice of individual 
ejaculates for the purposes of cryopreservation more difficult. In our study, we considered the possibility of improving 
frozen/thawed semen performance by adding enzymatic antioxidants to diluents. It has been shown that during the vitrifi-
cation of reproductive cells, the addition of exogenous enzymatic antioxidants reduces the destructive effect of reactive 
oxygen species, which indicates the possibility of improving method by reducing oxidative stress to cells. When added to 
the diluent for cryopreservation rooster’s sperm LKS-1 superoxide dismutase in amount of 75 IU cell viability increased by 
3,65 %, when was added catalase in amount of 200 μg/ml, cell viability increased by 5,27 %. 


