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ВВЕДЕНИЕ 
В настоящее время одной из главных задач 

животноводческого сектора экономики нашей 
страны является создание продовольственной 
безопасности, главным образом с помощью мас-
штабирования высокопродуктивных коров и чис-
ленности животноводческих хозяйств. Последнее 
достигается по средством использования вспомо-

гательных репродуктивных технологий (ВРТ), 
главным образом искусственного осеменения 
сельскохозяйственных животных. Одним из клю-
чевых факторов, определяющих успешность дан-
ной технологии является криоконсервация спер-
мы, которая позволяет сохранять генетический 
материал на длительные сроки, что открывает 
широкие возможности для селекционного улуч-
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РЕФЕРАТ 
Сперма быков производителей, обладающих выдающимися генетическими характеристиками, 

представляет собой ценнейший ресурс, который используется, главным образом, для искусственного 
осеменения коров и улучшения потомства. Результативность проведения данной технологии определя-
ется эффективностью криоконсервации спермы. Целью данной работы является анализ эффективности 
различных протоколов криоконсервации спермы быков-производителей.  Установлено, что для плодо-
творного осеменения коров необходимо наличие в размороженной спермадозе (соломинке) около 6 x 
106 подвижных сперматозоидов. Для получения данного результата необходимо проведение предпод-
готовки  образцов, которые включает в себя центрифугирование с дальнейшим удалением семенной 
плазмы, разбавление, охлаждение, а также соблюдение протокола глубокой заморозки (-196°С). Саха-
ра, холестерин-циклодекстрин, антиоксиданты, входящие в состав разбавителей оказывают положи-
тельное влияние на эффективность протоколов криоконсервации. Одной из распространенных техно-
логий является технология с использованием автоматического режима, который включает в себя охла-
ждение образцов при температуре +4°C до -10°C при -3°C/мин и от -10°C до -80°C при -40°C/мин. Да-
лее, при температуре -80°C соломинки со спермой погружают в жидкий азот. Оптимальной технологи-
ей оттаивания является 35 °С  в течение 30 секунд.  
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ABSTRACT 
Sperm of breeding bulls with outstanding genetic characteristics is a valuable resource used mainly for 

artificial insemination of cows and improvement of offspring. The effectiveness of this technology is deter-
mined by the efficiency of sperm cryopreservation. The aim of this work is to analyze the effectiveness of vari-
ous protocols for cryopreservation of bull sperm. It has been established that for fruitful insemination of cows, 
the presence of about 6 x 106 motile spermatozoa in a sperm dose (straw) after thawing is necessary. To obtain 
this result, it is necessary to carry out preliminary sample preparation, which includes centrifugation with sub-
sequent removal of seminal plasma, dilution, cooling, and compliance with the deep freezing protocol (-196 ° 
C). Sugars, cholesterol-cyclodextrin, antioxidants included in the diluents have a positive effect on the effec-
tiveness of cryopreservation protocols. One of the common technologies is the technology using an automatic 
mode, which includes cooling samples at a temperature of +4°C to -10°C at -3°C/min and from -10°C to -80°C 
at -40°C/min. Then, at a temperature of -80°C, the straws with sperm are immersed in liquid nitrogen. The 
optimal thawing technology is 35°C for 30 seconds. 
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шения пород и поддержания генетического раз-
нообразия. На сегодняшний день существует 
огромное количество протоколов глубокой замо-
розки и оттаивания спермы производителей, глав-
ным образом – быков. Различные криопротекто-
ры, скорости замораживания и размораживания, а 
также условия хранения могут оказывать значи-
тельное влияние на жизнеспособность и подвиж-
ность сперматозоидов после размораживания. 
Важно понимать, выбор оптимального протокола 
криоконсервации может существенно повлиять 
на результаты искусственного осеменения и эф-
фективность всего животноводческого производ-
ства. В связи с этим, актуальным является анализ 
эффективности различных протоколов криокон-
сервации спермы быков-производителей.  

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Материалами служили научно-практические 

исследования ученых из России и других стран, 
методами -  структурный и системный анализ. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Технология заморозки семени 
Как известно, процесс криоконсервации вклю-

чает в себя центрифугирование с дальнейшим уда-
лением семенной плазмы, разбавление, охлажде-
ние, погружение в сверхнизкие температуры (-
196°С). В настоящее время существует довольно 
большое количество протоколов глубокой замо-
розки сперы. Так, одной из распространенных 
является технология, разработанная во Франции. 
Процесс замораживания состоит из нескольких 
этапов. Вначале идет расфасовка свежей спермы в 
соломинки (чаще всего объемом 0.25). На каждой 
соломинке указываются название предприятия, 
кличка быка, его номер, порода и дата заморозки 
спермы, которая соответствует дате ее взятия. 
Этот этап автоматизирован. Информация с компь-
ютера из базы данных поступает на станок по рас-
фасовке и маркировке спермы. В дальнейшем со-
ломинки размещают на специальные рамки. Здесь 
образцы находятся в течение 2—3 ч при темпера-
туре 3—5°С. При этом, происходит установка про-
граммы постепенного понижения температуры. 
После охлаждения до температуры 3—5°С сперму 
помещают в специальные камеры, в которых про-
исходит ее замораживание жидким азотом, снача-
ла до -100°С, а затем до - 140°С. После этого спер-
му помещают в банк хранения, где она находится 
в жидком азоте. При этом методе хранения спер-
мии находятся в условиях полного анабиоза, когда 
сильно замедляются все биохимические процессы. 
Научными исследованиями установлена способ-
ность спермиев переносить низкотемпературное 
замораживание. Наиболее опасной для живых 
клеток и тканей температурной зоной является 
интервал от 0 до -30°С. В этом интервале образо-
вание и рост кристаллов льда происходят с 
наибольшей интенсивностью, что приводит к 
быстрой гибели (повреждение) клеток [12].  

Таким образом, при сверхбыстром заморажи-
вании спермы до температур -79, -183 и -196°С 
благодаря явлению витрификации можно дли-
тельное время сохранять ее оплодотворяющую 
способность и после оттаивания и искусственного 
осеменения самок получать нормально развитое 

потомство сельскохозяйственных животных[7]. 
Характеристика протоколов криоконсервации 
В своей статье Pürhan Barbaros Tuncer с соав-

тор. проводили замораживание спермы быка про-
изводителя с использованием различных сахаров 
(раффинозы, сахарозы и трегалозы). В исследова-
нии использовались эякуляты трех быков породы 
Brown-Swiss (возрастом 3 и 4 года). Сперма была 
заморожена в пяти различных разбавителях: ра-
финоза 25 мМ + глутамин 3 мМ (RGO), сахароза 
25 мМ + глутамин 3 мМ (SGO), трегалоза 25 мМ 
+ глутамин 3 мМ (TGO), глутамин 3 мМ (GO) и 
контроль (O). Дозы для осеменения были обрабо-
таны таким образом, чтобы каждая соломинка 
объемом 0,25 мл содержала 15 x 10 6 сперматозо-
идов. После оттаивания данных образцов было 
установлено отсутствие положительного влияния 
данных компонентов на кинематические показа-
тели сперматозоидов, а также результативность 
искусственного осеменения. Вместе с тем, было 
зарегистрировано, что GO и RGO обеспечили 
лучший защитный эффект для акросо-
мы сперматозоидов (4,0 ± 0,5% и 12,0 ± 0,6%) и 
снижения морфологических дефектов (5,0 ± 0,3% 
и 13,0 ± 0,7%; P <0,001) соответственно [5]. При 
значениях HOST добавки не дали защитного эф-
фекта по сравнению с разбавителем Optydil без 
добавок (P> 0,05). По показателям наступления 
беременности существенных различий между 
группами не наблюдалось. Таким образом, сахара 
в разбавителе для замораживания, могут быть 
рекомендованы в качестве улучшения эффектив-
ности криоконсервации спермы быков. 

Комбарова Н. А с соавтор. выясняли опти-
мальную температуру оттаивания спермы после 
криоконсервации. Сперму, полученную от быков
-производителей голштинской породы в возрасте 
3-7 лет, подвергали крионсервации в полипропи-
леновых соломинках (72 дозы) на оборудовании 
фирмы «IMV», модель IS4 (Франция) и необли-
цованных гранулах (90 доз) на пластинах сухого 
льда. Использовали следующие режимы оттаива-
ния: 35 °С - 30 с; 38 °С -10 с (контроль); 50 °С -5 
с; 70 °С -3 с (по 18 спермодоз в каждом варианте) 
[1]. При оттаивании спермы, замороженных в 
необлицованных гранулах, их быстро по одной 
извлекали из тубы стерильным, предварительно 
охлажденным в жидком азоте пинцетом и погру-
жали в пенициллиновые флаконы с 0,8 мл разба-
вителя optiXсell либо с 2,9 % цитрата натрия. 
При сухом оттаивании гранулы переносили в 
чистые сухие флаконы. Сразу после оттаивания и 
далее через 5, 20 и 24 ч после инкубации in vitro 
при 38 °С учитывали подвижность (%). Согласно 
полученным данным было установлено, что срав-
ниваемые режимы оттаивания не оказывают суще-
ственного достоверного влияния на количество 
сперматозоидов с прямолинейно-поступательными 
движениями (колебания в пределах 35-38 %). При 
этом, наибольшую скорость движения сперматозо-
идов отмечали в образцах, размороженных при 35 
°С, и она снижалась при деконсервации с ростом 
температуры водяной бани (при максимальной 
температуре наблюдали достоверные различия, р 
< 0,001).  
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Bekonyi M. с соавтор. проводили криоконсер-
вацию спермы быка с использованием экзогенно-
го холестерина вместо яичного желтка, несущего 
риски биологической безопасности. Исследова-
ния были проведены на четырех быках мясной 
породы. Взятие спермы проводилось у каждого 
быка один раз в неделю с помощью процедуры 
электроэякуляции [7]. В ходе экспериментов 
спермадозы (соломинки объемом 0,5 мл), охла-
ждали от +4°C до -10°C при -3°C/мин и от -10°C 
до -80°C при -40°C/мин. При -80°C соломинки со 
спермой погружали в жидкий азот и хранили не 
менее 24 ч. В первом эксперименте все контроль-
ные образцы TCA, TEYG и TG-наполнители со-
держали гентамицин (500 мкг/мл), тилан (100 
мкл/мл) и линкоспектин (300/600 мкг/мл) и цен-
трифугировались при режиме 12 000x g в тече-
ние 15 мин, далее охлаждались при 4°C в течение 
2-х часов [11]. Во втором эксперименте сперма 
была заморожена в разбавителе CC+TG с различ-
ной концентрацией глицерина (от 7%). Качество 
спермы после размораживания снижалось с 
уменьшением концентрации глицерина в разба-
вителе TG, даже более высокая концентрация 
комплекса CC (3 или 4 мг/мл спермы) не оказы-
вала протекторного эффекта при отсутствии гли-
церина в разбавителе TG. Характеристики дви-
жения спермы после размораживания были схо-
жи между разбавителями CC+TG и контрольны-
ми разбавителями TEYG, а также температурой 
добавления глицерина. 

В третьем эксперименте были протестирова-
ны потенциалы оплодотворения in vitro спермы, 
замороженной в контрольном разбавителе TEYG 
и разбавителях CC+TG. Скорость эмбрионально-
го периода при осеменении образцами спермы, 
замороженной в контрольных разбавителях 
CC+TG и TEYG, были одинаковыми. Холестерин
-циклодекстрин заменил яичный желток из раз-
бавителя спермы; глицерин оставался необходи-
мым для криоконсервации спермы без яичного 
желтка; а разбавитель CC+TG не изменял плаз-
матическую мембрану сперматозоидов CC+TG, 
тогда как разбавитель яичного желтка изменял 
состав плазматической мембраны спермы быка.  

Serhat Büyükleblebici с соавтор. в своем иссле-
довании сравнивали влияние глицерина (G) и 
этиленгликоля (EG) в различных концентрациях, 
а также трегалозы (T) или цистеина (C; с/без) в 
разбавителе Tris для криоконсервации спермы 
быка. В исследование были включены двадцать 
четыре эякулята, полученные от трех быков. 
Объем эякулятов измерялся в конической про-
бирке, градуированной с интервалом 0,1 мл. 
Каждый эякулят был разделен на четыре равные 
аликвоты и разбавлен с использованием обоих 
разбавителей Tris с G (5% или 7%) или EG (3% 
или 5%). После этого каждый разбавитель был 
разделен на три равные аликвоты и разбавлен с 
использованием как 5 мМ C, так и 25 мМ T, а 
контроль (без добавок) был охлажден до 4 °C и 
заморожен в 0,25 мл французских соломинках. 
Добавление 3% и 5% EG без антиоксидантов 
привело к наименьшей подвижности по данным 
компьютерного анализа подвижности спермато-

зоидов (CASA) по сравнению с другими группа-
ми. Обработка 25 мМ T в 3% EG оказала поло-
жительное действие на морфологию акросомы по 
сравнению с другими группами. Обработка 3% 
EG с 5 мМ C привела к наибольшей концентра-
ции малонового диальдегида (MDA)[13]. Добав-
ление EG 5% без T или C привело к меньшим 
значениям подвижности сперматозоидов, чем в 
других группах ( P  <  0,001), а использование 3% 
EG привело к меньшей прогрессивной подвиж-
ности (39,13  ±  2,33%) по сравнению с другими 
группами ( P  <  0,05) [8]. 

Целью  экспериментов Muiño R. с соавтор. 
была оценка трех скоростей оттаивания спермы 
быка, замороженной в соломинках объемом 0,25 
мл: помещение соломинок в водяную баню при 
37°C на 40 с, при 50°C на 15 с или при 70°C на 
5с. Использовалась замороженная сперма от 10 
быков голштинской породы в возрасте от 15 до 
24 месяцев. Эякуляты собирали с помощью ис-
кусственной вагины (внутренняя температура: 45 
°C) и оценивали объем, концентрацию спермы с 
помощью фотометра и подвижность путем субъ-
ективной визуальной оценки [14]. В первом экс-
перименте три скорости оттаивания сравнива-
лись по показателям  подвижности сперматозои-
дов  после оттаивания, определенной субъектив-
но, и целостности плазмы спермы и акросомаль-
ной мембраны, исследованной с помощью про-
точной цитометрии, через 0 и 5 ч инкубации при 
37 °C. Во втором эксперименте три скорости от-
таивания оценивались по кинематическим харак-
теристикам сперматозоидов после оттаивания, 
определенной с помощью системы CASA, через 
0 и 2 ч инкубации при 37 °C. [17]. С точки зрения 
общей подвижности после размораживания или 
целостности плазматической и акросомальной 
мембран сперматозоидов не было выявлено су-
щественных различий между тремя оцененными 
методами размораживания. Статистический ана-
лиз сгруппировал все подвижные сперматозоиды 
в четыре отдельные субпопуляции с определен-
ными моделями движения: (1) умеренно медлен-
ные и прогрессивные сперматозоиды (27%); (2) 
«гиперактивированные» сперматозоиды (15,4%); 
(3) слабо подвижные непрогрессивные спермато-
зоиды (34,3%); (4) быстрые и прогрессивные 
сперматозоиды (23,3%). Более высокие доли 
сперматозоидов с быстрым и прогрессивным дви-
жением наблюдались через 2 ч инкубации после 
размораживания, когда размораживание происхо-
дило с более высокой скоростью (35 °C/40 с: 
8,3%, 50 °C/15 с: 18,1% и 70 °C/5 с: 16,5%) [10]. 

Yimer N. с соатор. провел много исследова-
ний для определения влияния жирных кислот, 
особенно полиненасыщенных, на качество охла-
жденной, замороженной и замороженной-
размороженной спермы у разных видов живот-
ных [10]. Abavisani A. с соавтор. определили, что 
АЛК поддерживала подвижность сперматозои-
дов при 100 мкМ и жизнеспособность при 10 и 
50 мкМ в разбавителе на основе цитрата в сперме 
быка, охлажденной в течение 7 дней. Пальмити-
новая кислота и олеиновая кислота способство-
вали сохранению подвижности и жизнеспособно-
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сти при 50 и 100 мкМ [2]. Abaiqar T. с соавтор. в 
своей работе сообщают, что добавление линоле-
вой кислоты улучшало подвижность заморожен-
ных и размороженных сперматозоидов и жизне-
способность спермы быка. Также было установ-
лено, что добавление ДГК улучшило качество 
замороженной и размороженной спермы быка. 
[4] Пищевая АЛК улучшила целостность плазма-
тической мембраны, целостность акросомы и 
целостность ДНК замороженных и разморожен-
ных сперматозоидов. Индивидуальное добавле-
ние АЛК и ДГК в TRIS и Bioxcell разбавитель 
улучшило качество охлажденной и заморожен-
ной-размороженной спермы быка, в то время как 
сочетание АЛК и ДГК снизило качество спермы 
после замораживания. Baker M.A. и Kandelousi 
M.S. с соавтор. выяснили, что омега-3 ПНЖК не 
улучшили подвижность, прогрессивность, мор-
фологию и жизнеспособность в цитратном разба-
вителе в замороженном-размороженном качестве 
спермы быка [6,11]. Как показывают исследова-
ния, добавление в разбавители спермы некото-
рых антиоксидантов, таких как витамин Е и его 
синтетического аналога, BHT, и жирных кислот, 
таких как альфа-линолевая кислота, полезно для 
спермы, чтобы выдерживать физические и био-
химические изменения и проблемы, возникаю-
щие во время криоконсервации, и приводит к 
превосходному качеству после размораживания, 
доступному для искусственного осеменения [2]. 
Добавки работают лучше всего при определен-
ной оптимальной концентрации, которая зависит 
от типа используемого разбавителя.  

Abdussamad A.M. с соавтор. провели несколь-
ко экспериментов Эксперимент № 1 состоял в 
сравнении in vitro трех разбавителей спермы: два 
на основе яичного желтка (индивидуальный Трис
-яичный желток-глицерин и Triladyl®), третий 
(AndroMed®) на основе соевого лецитина. Что 
касается подвижности после размораживания, 
фиторазбавитель AndroMed® оказался лучше 
(59±3% против . 53±2% и 53±2%, P <0,05). Ранее 
было показано, что добавление коммерческого 
препарата, включающего простагландин F 2 α , -
Dinolytic® перед замораживанием ухудшает по-
движность после размораживания; поэтому в 
эксперименте № 2 Dinolytic® добавляли после 

размораживания. Замороженные-размороженные 
сперматозоиды переносили добавление Dinolyt-
ic® в концентрации 30% (об./об.)[2]. В ходе экс-
перимента №3 коровы были осеменены с исполь-
зованием соломинок, в которых разбавленная 
сперма и Dinolytic® были заморожены в одной 
соломинке, разделенные воздушным пузырем, 
поэтому смешивание могло произойти только в 
ходе осеменения [15]. Показатели стельности 
при дозировках Dinolytic® 0%, 30% или 60% со-
ставили 44%, 41% и 56% соответственно ( P >0,05). 

В статье Foote R.H. прилагается краткий об-
зор факторов, определяющих количество сперма-
тозоидов, необходимых для осеменения с целью 
получения высокой фертильности, а также спо-
собов продления жизнеспособности сперматозо-
идов. Повреждение спермы во время заморажи-
вания приводит к необходимости после размора-
живания сохранения около 6 x 106 подвижных 
сперматозоидов на плодотворное осеменение для 
достижения почти максимальной фертильности. 
Текущие исследования направлены на снижение 
катаболического метаболизма спермы и изучение 
изменений мембран во время замораживания и 
размораживания, а также во время инкубации с 
эпителиальными клетками маточных труб круп-
ного рогатого скота [16]. Исследования, прове-
денные со спермой быка показывают, что компо-
ненты фосфоглицерида холина и этаноламина в 
их мембранах представляют собой нестабильную 
конфигурацию. Воздействие липосом с холесте-
рином стерола на сперму может изменить фосфо-
липидный слой и увеличить время капацитации. 
Аналогичные подходы могут производить спер-
му с более длительным сроком оплодотворения 
после осеменения.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Анализ различных методов криоконсервации 

показал, что индивидуальный подход к каждому 
производителю способен значительно повысить 
результаты искусственного осеменения. Даль-
нейшие исследования в этой области помогут 
оптимизировать существующие протоколы и 
разработать новые методы, что в конечном итоге 
приведет к улучшению результатов воспроизвод-
ства и повышению рентабельности животновод-
ческих хозяйств. 
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