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РЕФЕРАТ 
Криоконсервация наносит вред выживаемости и фертильности сперматозоидов из-за физического и 

химического стресса, оказываемого на клетки во время замораживания. Сперма жеребцов обладает низ-
кой криоустойчивостью. Совершенствование протокола криоконсервации, включая состав разбавителя 
является актуальным. В данном исследовании проведен анализ использования двух разбавителей для 
центрифугирования и криоконсервации спермы жеребцов. Было проанализировано  27 эякулятов  от 9 
жеребцов. Анализ показал достоверное различия (Р˂0,05) по оценке подвижности и числу клеток без 
повреждений после центрифугирования в разных разбавителях. Лучше оказался опытный разбавитель. 
Достоверных различий по количеству сперматозоидов с повреждениями хвоста, акросомы, ДНК и по 
уровню стимуляции дыхания 2,4 ДНФ не наблюдалось. Использование опытного разбавителя лучше 
сохраняло подвижность (Р˂0,05), морфологию сперматозоидов (Р˂0,01), акросомы (Р˂0,05) и сопря-
женность дыхания и фосфорилирования (2,4 ДНФ тест) (Р˂0,01) при выбранном протоколе криоконсер-
вации спермы по сравнению с разбавителем ЛЦХЖ.  
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ABSTRACT 
Cryopreservation compromises sperm viability and fertility due to the physical and chemical stress placed 

on cells during freezing. Stallion sperm have low cryopreservation stability. Improving cryopreservation proto-
cols, including extender composition, is essential. This study analyzed the use of two extenders for centrifuga-
tion and cryopreservation of stallion sperm. Twenty-seven ejaculates from nine stallions were analyzed. The 
analysis revealed significant differences (P < 0.05) in motility assessment and the number of intact cells after 
centrifugation in the different extenders. The experimental extender proved superior. No significant differences 
were observed in the number of spermatozoa with tail, acrosome, or DNA damage, or in the 2.4 DNF respira-
tion stimulation level. The use of the experimental extender better preserved sperm motility (P˂0.05), morphol-
ogy (P˂0.01), acrosomes (P˂0.05) and the coupling of respiration and phosphorylation (2.4 DNP test) (P˂0.01) 
in the selected sperm cryopreservation protocol compared to the LCHZ extender. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Искусственное осеменение является одним из 

основных методов интенсивного использования 
лучших производителей. Использование крио-
консервированной спермы расширяет возможно-
сти селекции в коневодстве, позволяя использо-
вать в разведении нужных жеребцов, не смотря 
на расстояния до кобыл и даже после смерти [1]. 
Однако селекционеры предпочитают использо-
вать свежую или охлажденную сперму. Оплодо-
творяющая способность спермы лошадей после 

криоконсервации сильно понижается. Заморажи-
вание спермы осложняется различной устойчиво-
стью к замораживанию у разных производителей 
и даже разных эякулятов от одного и того же 
самца [2]. (Tvrdá E. et. al., 2023). Криоконсерва-
ция наносит вред выживаемости и фертильности 
сперматозоидов из-за физического и химическо-
го стресса, оказываемого на клетки во время за-
мораживания. Этот стресс связан с несколькими 
факторами: прогрессивное увеличение осмоляр-
ности разбавителя из-за превращения свободной 
воды в кристаллы льда [2,6], механическое по-
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вреждение целостности клеточных мембран, дру-
гих клеточных структур и генетического матери-
ала, вызванное образованием кристаллов льда, 
высокая осмолярность разбавителя заморажива-
ния из-за добавления криопротекторов и другие 
факторы [2,5]. Улучшение и оптимизация прото-
колов криоконсервации спермы являются прио-
ритетом для всех видов домашнего скота [9].  

Удаление семенной плазмы из эякулята это 
обязательный этап криоконсервации спермы лоша-
дей, принятый в других странах. В нашей стране 
сперма жеребцов замораживается в 20 мл тубах, 
без удаления семенной плазмы. Семенная плазма 
обычно удаляется центрифугированием, но это 
может привести к механическому повреждению 
спермы. Поиск и оптимизация существующих раз-
бавителей для центрифугирования сглаживающего 
или предотвращающего эти повреждения является 
очень актуальным. Актуален и поиск оптимально-
го разбавителя, комбинации разбавителей и прото-
кола замораживания спермы жеребцов. 

Целью работы было провести оценку каче-
ства спермы жеребцов при центрифугировании и 
криоконсервации при использовании разбавите-
лей с различным составом. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Сперму от 9 жеребцов в возрасте от 9 до 21 

года получали с использованием искусственной 
вагины Hannover (Minitubе, Германия) на кобыл 
в охоте или фантом. От каждого жеребца сперма 
была получена не менее двух раз, всего было 
получено 31 эякулят, проанализировано 27 эяку-
лятов. В анализ включены эякуляты с такими 
характеристиками: объем эякулята не менее 30 
мл, концентрация сперматозоидов не менее 150 
млн/мл, общая подвижность не менее 70%, про-
грессивная подвижность не менее 60%.  Для ана-
лиза влияния разбавителя на качество спермы 
при центрифугировании, охлаждении и замора-
живании каждый эякулят был разделен на 2 части 
и каждая часть разведена разбавителем в пропор-
ции 1:2. Использовано 2 разбавителя для центри-
фугирования: Лактозо-хелато-цитрат-желточный 
(ЛХЦЖ) и опытный (на основе лактозы и глюко-
зы и раствора солей магния, натрия и калия).  Для 
криоконсервации спермы в оба раствора добавля-
ли 20% свежеприготовленного яичного желтка, 
3% глицерина и 0,4 мг/мл гентамицина. 

Объем эякулята измерялся мерным стаканом. 
Концентрация клеток, общая и прогрессивная 
подвижность определена с помощью компьютер-
ного анализатора качества спермы «Аргус-
CASA» (ООО Аргуссофт, Россия) и микроскопа 
Motic BA 410 (Motic, Китай). Морфология оцени-
валась окраской Дифф-Квик (НПФ Абрис+, Рос-
сия) и «Аргус-CASA». Просмотрено не менее 
200 клеток в каждом образце.   Дыхательную 
активность оценивали полярографическим мето-
дом, с помощью тестирующего вещества – 2,4 
динитрофенол (2,4 ДНФ). Оценку скорости ды-
хания проводили с помощью иономера «Эксперт
-001МТХ» и электрода Кларка (НПФ «Эконикс-
Эксперт», г. Москва, Россия). Далее в камеру с 1 
мл 11% лактозы добавляли 100 мкл спермы и 
измеряли скорость снижения концентрации кис-

лорода. Затем добавляли 10 мкл 2,4-ДНФ. Нахо-
дили отношение скорости дыхания с 2,4-ДНФ к 
скорости дыхания до добавления 2,4-ДНФ. Окис-
лительное фосфорилирование можно считать хоро-
шим, если скорость клеточного дыхания увеличи-
вается в два и более раз после добавления 2,4-ДНФ. 
Для анализа фрагментации ДНК в сперме мы ис-
пользовали тест дисперсии хроматина спермы 
(SCD). Для теста SCD использовался набор Gold-
Cyto DNA (Гуанчжоу, Китай). Всего было измере-
но 100 сперматозоидов на образец с помощью 
CASA (ArgusSoft–модуль фрагментации ДНК). 

Разбавленную сперму центрифугировали при 
600 g 8 минут, удаляли супернатант и разбавляли 
опытным или ЛЦХЖ до концентрации 200 млн/
мл. Заполняли 0,5 мл соломинки и закупоривали 
шариками. Проводили эквилибрацию спермы 
при 40C не менее 2-х часов и замораживали 10 
мин при -1100C. Далее опускали в жидкий азот.  

Статистический анализ проведен в программе 
IBM SPSS Statistics 19. Данные были проанализи-
рованы с помощью ANOVA. Результаты пред-
ставлены как средние значения ± стандартная 
ошибка среднего. Все парные множественные 
сравнения между средними значениями проводи-
лись с помощью t-тестов. Различия считались 
статистически значимыми при p<0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Все исследуемые показатели качества спермы 

(общая и прогрессивная подвижность, морфоло-
гия, включая акросому, фрагментация ДНК и 
сопряженность дыхания и фосфорилирования) 
значительно не изменились после центрифугиро-
вания, что свидетельствует о допустимом режи-
ме – 600g 8 минут. Наши исследования показали 
достоверные различия (Р˂0,05) по оценке по-
движности и числу клеток без повреждений по-
сле центрифугирования в разных разбавителях 
(рис. 1-3).  Более высокие показатели наблюда-
лись при использовании опытного разбавителя. 

Достоверных различий по количеству сперма-
тозоидов с повреждениями хвоста, акросомы, 
ДНК и по уровню стимуляции дыхания 2,4 ДНФ 
не наблюдалось. Однако, почти все эти показате-
ли были хуже в сперме, центрифугированной в 
разбавителе ЛЦХЖ.  

Разработанный нами разбавитель для центри-
фугирования спермы жеребцов показал возмож-
ность использования его при охлаждении и крио-
консервации. Было получено достоверное влия-
ние опытного разбавителя на общую и прогрес-
сивную подвижность (Р˂0,05), морфологию 
сперматозоидов (Р˂0,05) и стимуляцию дыхания 
2,4 ДНФ (Р˂0,01) после криоконсервации спер-
мы по сравнению с ЛЦХЖ разбавителем (табл.1). 

Сахар, такой как фруктоза и глюкоза, счита-
ется источником энергии в сперматозоидах. В 
состав разбавителя ЛЦХЖ входит только лакто-
за, в опытный разбавитель и лактоза и глюкоза. 
Для обеспечения подвижности клеток необходи-
мо достаточное количество аденозинтрифосфата 
(АТФ), который поставляет энергию для функ-
ций сперматозоидов [3,4]. АТФ производится за 
счет двух метаболических путей – окислительно-
го фосфорилирование и гликолиза. В сперме ло-
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шадей преобладает окислительное фосфорилиро-
вание, для которого необходима глюкоза или 
фруктоза. Введение в состав опытного разбавите-
ля глюкозы, позволило лучше сохранить подвиж-
ность сперматозоидов и сопряженность дыхания 
и фосфорилирования ( тест 2,4-ДНФ). Однако 
фруктоза более предпочтительный сахар для 

поддержания функциональной целостности мем-
браны, адекватной подвижности сперматозоидов 
и тонизирующего эффекта после размораживания 
[8], поэтому планируется улучшить состав разба-
вителя, путем замены сахаров (глюкозы и лакто-
зы) на фруктозу. В большинстве коммерческих 
разбавителей в состав входит фруктоза.  Тест 2,4 
ДНФ на сопряженность дыхания и фосфорилиро-
вания показал ее хорошую сохранность после 
криоконсервации при использовании опытного 
разбавителя. Стимуляции дыхания 2,4 ДНФ в 
среднем в 2,16±0,07 раз является высокой и сви-
детельствует о хорошем производстве АТФ спер-
матозоидами. Наши ранние исследования показа-
ли высокую корреляцию этого показателя с опло-
дотворяющей способностью спермы хряков и 
петухов [7]. В дальнейшем проведение искус-
ственного осеменения позволит оценить оплодо-
творяющую способность спермы жеребцов, крио-
консервированной по данному протоколу с ис-
пользованием разных разбавителей.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, наблюдалось влияние разба-

вителя на качество спермы жеребцов при центри-
фугировании и криоконсервации. Использование 
опытного разбавителя лучше сохраняло подвиж-
ность, морфологию сперматозоидов и сопряжен-

Таблица 1. Показатели жизнеспособности в образцах спермы жеребцов после оттаивания. 

Показатель качества 
Разбавитель 

Опытный ЛЦХЖ 

Общая подвижность, % 44,5 ± 1,74a 34,6 ± 0,78b 

Прогрессивная подвижность, % 38,3 ± 2,17a 30,4 ± 1,23b 

Сперматозоиды нормальной морфологии, % 68,4 ± 2,10с 59,4 ± 1,52d 

Сперматозоиды с повреждениями хвоста,% 20,5 ± 0,67a 26,5 ± 0,79b 

Сперматозоиды с поврежденной акросомой,% 11,1 ± 0,67a 13,2 ± 1,12b 

Стимуляция дыхания 2,4 ДНФ, раз 2,16 ± 0,07c 1,82 ± 0,04d 

Сперматозоиды с поврежденной ДНК, % 27,6 ± 6,19 28,3 ± 4,45 

Рисунок 1. Общая подвижность спермато-
зоидов при центрифугировании в разных разба-
вителях. 

Figure 1. Overall sper m motility dur ing cen-
trifugation in different extenders.  

Рисунок 2. Прогрессивная подвижность 
сперматозоидов при центрифугировании в раз-
ных разбавителях. 

Figure 2. Progressive motility of sper matozoa 
during centrifugation in different extenders.  

Рисунок 3. Число клеток без повреждений 
при центрифугировании в разных разбавителях. 

Figure 3. Number  of cells without damage 
during centrifugation in different diluents.  
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ность дыхания и фосфорилирования (2,4 ДНФ 
тест) при выбранном протоколе криоконсервации 
спермы по сравнению с разбавителем ЛЦХЖ. Для 
выяснения сохранения оплодотворяющей способ-
ности необходимо провести искусственное осеме-

нение кобыл спермой, замороженной с использо-
ванием разных разбавителей.  Совершенствование 
состава разбавителя (например, замена сахаров на 
фруктозу или введение антиоксидантов) также 
является задачей дальнейшего исследования. 
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