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ВВЕДЕНИЕ
К отряду осетрообразных (Acipenseriformes) – 

одной из самых древних групп хряще-
вых ганоидов, обитающей только в Се-
верном полушарии, принадлежат рыбы 
семейства осетровых (Acipenseridae): осетры 
(Acipenser), белуги (Huso), американские ло-
патоносы (Scaphirhynchus), лжелопатоносы 
(Pseudoscaphirhynchus) и семейства веслоносов 
(Polyodontidae). Столетиями эти рыбы высо-
ко ценились за их деликатесное малокостное 
мясо и икру. В настоящее время большинство 
видов сократилось до очень малых популя-
ций и находится под угрозой исчезновения 
из-за сверхэксплуатации, загрязнения и раз-
рушения мест обитания. Развитие технологий 
искусственного воспроизводства позволило 
запустить программы их восстановления и вы-
ращивать некоторые виды в хозяйствах для пи-
щевого потребления.

Активно развиваемая во всем мире криокон-
сервация спермы рыб может способствовать 
улучшению работы рыбоводных хозяйств, обес- 
печивая круглогодичное, исключающее риск 
несвоевременного созревания производите-
лей, снабжение репродуктивными клетками 
самцов из криобанков, гибридизацию, поло-
вую манипуляцию (андрогенез и гиногенез), 
обмен генетическим материалом между хо-
зяйствами, введение генов от диких рыб в ры-
боводные популяции и развитие генетически 
полноценного потомства. В ряде случаев кри-
оконсервация спермы может оказаться безаль-
тернативным методом сохранения и восста-
новления исчезающих видов. 

При разработке технологий криоконсерва-
ции должны учитываться уникальные особен-
ности спермы осетрообразных, отличающие 
ее от спермы костистых рыб, включающие 
морфологию (наличие у сперматозоида вытя-
нутого цилиндрического ядра, верхушечной 
функциональной акросомы, средней части 
с несколькими митохондриями), физиологию 
(низкая концентрация и продолжительная под-
вижность спермы, акросомная реакция) и био-
химию (низкое содержание протеина, низкая 
осмоляльность семенной плазмы, наличие 
акрозина).

Исследования в области криоконсервации 
спермы осетрообразных рыб уже более полуве-
ка проводятся в России, Украине, ряде стран Ев-
ропы, Иране, Китае и США. Наибольшие успехи 
в разработке технологий и изучении различных 
аспектов процесса криоконсервации были до-
стигнуты в последние два десятилетия. В на-
стоящей работе предпринята попытка более 
обширного охвата опубликованного материала 
последнего периода, чем это было сделано в пре-
дыдущих обзорах [1-5].

Исторический опыт разработки  
способов криоконсервации спермы  
осетрообразных рыб

Большинство исследований в данной области, 
проведенных в ХХ в., было выполнено на спер-
ме осетровых рыб, начиная от первой попытки 
криоконсервации, предпринятой в Советском  
Союзе в конце 60-х годов И.А. Бурцевым и Е.В. Се-
ребряковой [6]. Сперму белуги (H. huso), калуги 
(H. dauricus) и стерляди (A. ruthenus) в криоза-
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щитной среде, содержащей 7% сахарозы или 
лактозы, 10% желтка куриного яйца и 5% глице-
рина, а также сперму бестера (белуга × стерлядь) 
в 0,4% растворе NaCl с 14% глицерина замора-
живали в гранулах по 0,1-0,2 мл на сухом льду  
и через 2-3 мин. переносили в жидкий азот (LN

2
). 

Результатами опытов, в которых варьировались 
соотношения разбавления спермы средой, время 
эквилибрации получаемой суспензии, время хра-
нения в LN

2
 и составы растворов для активации 

оттаявшей спермы, было получение после размо-
раживания от 10 до 100% подвижных клеток, од-
нако оплодотворение ими икры во всех случаях 
не превышало 1%.

Большего успеха в середине 70-х годов про-
шлого века впервые добились украинские уче-
ные Института проблем криобиологии и крио-
медицины (ИПКиК) АН УССР, получив 50-60% 
поступательно движущихся клеток после крио-
консервации спермы севрюги (A. stellatus) и рус-
ского осетра (A. gueldenstaedti) в среде на основе 
трис-буфера с диметилсульфоксидом (ДМСО) 
и желтком. Сперма севрюги после 7-23 дней хра-
нения в LN

2
 оплодотворяла 63% икры по срав-

нению с 77% оплодотворения свежей спермой 
в контроле [7; 8]. 

Итогом дальнейших исследований, прове-
денных этим коллективом под руководством  
Е.Ф. Копейки на разных видах осетровых  
(белуге, русском осетре, сибирском осетре  
(A. baeri), сахалинском осетре (A. medirostris),  
шипе (A. nudiventris), стерляди, севрюге)  
[9-15], стало представление обобщенных техно-
логических рекомендаций по криоконсервации 
спермы. Было установлено, что предпочтитель-
ными компонентами криопротекторной сре-
ды являются 10-15% ДМСО, 100-150 мМ трис-
HCl, рН 8.1, 10-15% желтка. При этом наиболее 
успешным было замораживание спермы в 0,5-
1,5 мл полипропиленовых ампулах в парах LN

2  
по трехэтапной программе [16; 17]. Одновре-
менно сообщалось о сохранении подвижности 
у 30-40% сперматозоидов сибирского осетра 
и севрюги и 15-20% сперматозоидов сахалинско-
го осетра после криоконсервации в среде с 20мМ 
трис-HCl буфера, рН 8.0, 15% ДМСО и 18% жел-
тка по трехэтапной программе: со скоростью 
2-5 °С/мин от 5 до -15°С, 20-25°С/мин от -15  
до -70 °С с последующим погружением в LN2. Ав-
торы предполагали, что низкая криорезистент-
ность спермы сахалинского осетра может быть 
связана с обнаруженными в ней пониженным 
содержанием фосфатидилэтаноламина и фосфа-
тидилхолина и высокой активностью фосфоли-
пазы, приводящей к повреждению мембран [18; 
19]. По той же технологии (с концентрациями 
ДМСО 14,4-24% и желтка 9,6%) была замороже-
на сперма атлантического осетра (A. sturio) с по-

лучением после оттаивания 10-15% подвижных 
клеток (по сравнению с 50% в нативной сперме) 
и 23,2-38,3% оплодотворения икры (по сравне-
нию с 43% в контроле) [20].

В этот же период, с использованием подоб-
ного трехэтапного режима замораживания, 
исследовательским коллективом под руковод-
ством Л.И. Цветковой во Всероссийском НИИ 
прудового рыбного хозяйства (ВНИИПРХ) была 
криоконсервирована сперма сибирского осетра  
и стерляди, разбавленная в соотношении 
1:1 протективной средой, содержащей 15% 
ДМСО и 20% желтка в растворе 118 мМ трис-
HCl и 23,4 мМ сахарозы, рН 8.0, впоследствии 
упоминаемом как оригинальный разбавитель 
Цветковой. После одного года хранения размо-
роженная сперма сибирского осетра с подвиж-
ностью 23±9% оплодотворила 53±8% икры, 
а сперма стерляди с подвижностью 15±11% – 
23±11% икры [21]. 

В дальнейшем концентрации криопротекто-
ров в среде варьировались в пределах 12-18% для 
ДМСО и 10-20% для желтка, а рН трис-буферно-
го раствора – в пределах 7,8-8,2. Детальное опи-
сание разработанного протокола содержалось  
в изданном институтом методическом пособии 
по криоконсервации спермы рыб [22]. Доста-
точно высокая эффективность протокола под-
тверждалась в опытах по осеменению в произ-
водственных условиях массовых партий икры 
(180-550 г) криоконсервированной спермой 
сибирских осетров ленской популяции. В одном 
из опытов оплодотворение составило 68% по 
сравнению с 82% для нативной спермы в кон-
троле, выход личинок соответственно – 36% 
по сравнению с 45% в контроле [23]. В другом 
опыте, при использовании наиболее пригодных 
активаторов подвижности: воды и 0,7% раство-
ра сахарозы в трис-буфере, рН 7, оплодотворе-
ние достигало, соответственно, 75,6% и 78,7% 
по сравнению с 89,7% в контроле [24]. В опы-
тах по осеменению икры белуги и русского осе-
тра спермой белуги, криоконсервированной 
по данному протоколу, заметное повышение 
процента оплодотворения и выхода личинок 
давало использование в качестве активатора 
эпина (раствора фитогормона эпибрассиноли-
да в концентрации 10-7 мг/л) [25]. C использо-
ванием данного протокола была успешно кри-
оконсервирована сперма веслоноса (Polyodon 
spathula), обеспечившая после разморажива-
ния оплодотворение 42,3% икры по сравне-
нию с 94,1% для нативной спермы в контроле 
[26-28]. Разработанный протокол применялся  
с целью сохранения генетического разнообра-
зия осетрообразных рыб в основанном в 1988-
89 гг. во ВНИИПРХ низкотемпературном ген-
ном банке спермы рыб [29].
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В экспериментах по криоконсервации спермы 
белуги, проведенных по аналогичной технологии 
исследователями из Института биофизики клетки 
РАН и ВНИИПРХ, наиболее высокая сохранность 
клеток обеспечивалась при использовании мед-
ленного трехэтапного режима замораживания  
и ДМСО в концентрации 12% в среде, содержа-
щей 0,05-0,1 М трис-HCl, 5 мг/мл маннита, 10% 
желтка, рН 8-8.5. Быстрое замораживание, а так-
же применение антифризных белков оказались 
не эффективны. Размороженная сперма от двух 
лучших самцов оплодотворила в среднем 43% 
икры, что составило 68% от заводского контроля 
[30; 31].

О предпочтительности медленного замора-
живания (со скоростью 4 °С/мин), при крио-
консервации спермы осетровых в трис-буфер-
ном растворе (рН 7.96) с 37,1% сахарозы и 5,7% 
ДМСО, сообщалось также И.С. Трукшиным [32].

Польскими криобиологами [33] была кри-
оконсервирована сперма озерного осетра  
(A. fulvescens), разбавленная в соотношении 1:3 
водным раствором 0,6 М сахарозы с 10% ДМСО, 
посредством замораживания в 0,1 мл гранулах 
на сухом льду с последующим хранением их  
в пластиковых ампулах в LN2

 (по технологии, 
рекомендованной для криоконсервации спер-
мы радужной форели [34]). Размороженная  
в активирующем буферном растворе (20 мМ трис,  
30 мМ глицина, 10мМ NaCl, pH 9), сперма со-
храняла 14% подвижных клеток по сравнению  
с 45,9% у свежей. Добавление 5мМ теофиллина  
в активатор способствовало повышению под-
вижности оттаявшей спермы. Обнаружена 
значимая корреляция между подвижностью  
и акрозино-подобной активностью, которая мо-
жет быть показателем повреждения акросомы  
и акросомной реакции.

Используя эту же технологию, С.И. Савушки-
на и А.С. Ерохин [35] получили в размороженной 
сперме русского осетра в среднем 30,8% подвиж-
ных клеток, стерляди – 24,2%. Добавление в кри-
озащитную среду 10% желтка и антиоксиданта 
бутилокситолуола в концентрации 0,04 мг/мл 
увеличило подвижность до 50% у осетра и до 
60% у стерляди.

С использованием медленных поэтапных 
режимов замораживания немецким исследо-
вателям [36; 37] удалось криоконсервировать 
сперму стерляди, разбавленную в соотношении 
1:1 раствором 10 мМ трис, 25 мМ NaCl, рН 8.5 
с этиленгликолем (в конечных концентрациях 
12,5% или 17,5%), в 0,25 мл соломинках. По-
сле оплодотворения икры оттаявшей спермой 
с подвижностью 27% выход личинок достигал 
94,4%, что, по мнению авторов, указывало на 
более высокую эффективность действия эти-
ленгликоля по сравнению с ДМСО.

В США [38] была криоконсервирована сперма 
веслоноса, разбавленная защитной средой в со-
отношении 3:1, в больших соломинках объемом  
5 мл, в раздробленном сухом льду в течение 15 мин.  
с последующим погружением в LN2

. Среда го-
товилась, исходя из пропорции: 1,6 мл ДМСО,  
4,4 мл многокомпонентного разбавителя Эрдела, 
Грэма [39] для спермы лососевых рыб с пеницил-
лином-стрептомицином, 300 мОсмоль/кг, рН 7.6  
и 4 мл раствора трегалозы с концентрацией  
100 мг на 1 мл разбавителя. Конечная концен-
трация криопротектора ДМСО в суспензии спер-
ма-среда была 0,6 М (около 4%). Выклев из икры, 
оплодотворенной размороженной спермой  
(с подвижностью 25-50%), составлял в среднем 
16,3% по сравнению с 90,8% в контроле. Предпо-
лагалось, что низкий выклев являлся результатом 
повреждения акросом сперматозоидов во время 
замораживания или оттаивания и, возможно, 
был бы выше при увеличении соотношения спер-
ма:икра при осеменении. Наблюдаемое автора-
ми под электронным микроскопом повреждение 
акросом могло происходить также в результате 
преждевременной акросомной реакции [40].

Продолжением этого исследования, прове-
денного совместно с польскими криобиолога-
ми [41], стало определение акрозино-подобной 
активности спермы веслоноса, криоконсерви-
рованной по протоколу, описанному выше для 
спермы озерного осетра [33]. Эта активность на-
блюдалась в оптимальном интервале рН 8.0-8.5 
и была выше в цельной сперме, чем в спермато-
зоидах, что может быть следствием повреждения 
акросом и объяснять слабую оплодотворяющую 
способность размороженной спермы при хоро-
шей сохранности аппарата подвижности.

Как показали рассмотренные публикации, 
к началу ХХI в. большинство протоколов кри-
оконсервации спермы было разработано для 
европейских видов осетровых. Для них было ха-
рактерно применение криозащитных сред на 
основе трис-HCl-буферных растворов, в которых 
самым распространенным проникающим крио-
протектором был ДМСО. В качестве непроника-
ющих криопротекторов чаще всего применялись 
желток и сахароза. Обычным было соотношение 
разбавления спермы средой 1:1. Замораживание 
полученной суспензии сперма-среда происходи-
ло, в основном, в полипропиленовых пробирках 
(ампулах) объемом 0,5-2,5 мл по трехэтапной 
программе или в гранулах объемом 0,1 мл на су-
хом льду с последующим хранением в LN2

. Отме-
чалась предпочтительность медленного режима 
замораживания. Оттаивание проводилось обыч-
но в водяной бане при 40°С. Корреляции между 
подвижностью и оплодотворяющей способно-
стью размороженной спермы, как правило, не на-
блюдалось. Начато изучение криоповреждений 
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сперматозоидов во взаимосвязи с повышением 
активности некоторых ферментов в сперме. Пер-
вые опыты по оплодотворению промышленных 
партий икры криоконсервированной спермой,  
с получением приемлемых результатов, показа-
ли пригодность криотехнологий для целей вос-
производства.

Современное состояние исследований  
в области криоконсервации спермы  
осетрообразных рыб

В последние два десятилетия к изучению 
процесса и совершенствованию технологий 
криоконсервации спермы осетрообразных 
рыб подключилось много исследовательских 
коллективов из Европы и Азии. Количество 
публикаций по данной тематике возросло  
в несколько раз по сравнению с рассмотрен-
ным предыдущим периодом.

I. Современный этап начался с сообщения 
венгерских криобиологов [42; 43] о значитель-
но более сильном криопротективном действии 
метанола по сравнению с ДМСО и диметила-
цетамидом (ДМАА), обнаруженном при крио-
консервации спермы стерляди. Использование  
10% метанола в 30 мМ трис-буферном растворе  
с 23,4 мМ сахарозы и 0,25 мМ KCl, рН 8.0, впос- 
ледствии упоминаемом как модифицированный 
разбавитель Цветковой, позволило получить са-
мые высокие показатели подвижности разморо-
женной спермы (46±23%) и оплодотворения ею 
икры (22±15% по сравнению с 28±16% в кон-
троле). ДМСО и ДМАА обеспечили соответствен-
но 2±4% и 0% оплодотворения. 

Эффективность применения метанола была 
подтверждена в совместной работе с польски-
ми криобиологами [44] по криоконсервации 
спермы сибирского осетра, при сравнении 
протективного действия сред, полученных до-
бавлением 10% этого криопротектора к трем 
разбавителям: 30 мМ трис, 23,4 мМ сахарозы,  
0,25 мМ KCl, рН 8.0 [43], 10 мМ трис, 25 мМ NaCl, 
рН 8.5 [37] и 20мМ трис, 400 мМ сахарозы, рН 8.0. 
После разбавления нативной спермы, каждой из 
полученных сред в соотношении 1:1, конечная 
концентрация метанола составляла 5%. Сперма, 
замороженная в 0,25 мл соломинках в 4 см над 
поверхностью LN2

 в течение 10 мин. с последую-
щим погружением, после оттаивания при 40 °С 
за 6 с., сохраняла около 15% подвижных клеток  
и после оплодотворения икры обеспечила выклев 
соответственно приведенным средам: 29,6±5%, 
18,2±2,4% и 6±3%. Результаты для первых двух 
сред были близки к процентам выклева в контро-
ле после оплодотворения нативной спермой двух 
самцов: 17,9% и 26%.

В проведенном, совместно с австрийскими 
учеными [45], исследовании по разработке 

протокола криоконсервации спермы стерляди 
лучший результат по оплодотворению икры 
(32,7% по сравнению с 33,9% в контроле) так-
же был достигнут в случае добавления 7,5% 
метанола (в сравнении с 7,5 или 10% ДМСО)  
к выбранному оптимальному разбавителю, со-
держащему 10 мМ трис, 50 мМ NaCl, 5 мМ KCl, 
рН 8.5. Сперма, разбавленная полученной про-
тективной средой в соотношении 1:2, замора-
живалась в 0,5 мл соломинках в оптимальном 
режиме: в 4 см над поверхностью LN

2
 в тече-

ние 10 мин. с последующим погружением.  
Оттаивание было оптимальным при 25°С за  
30 секунд. Отмечалось, что в случае использо-
вания среды с 7,5% и 10% ДМСО подвижность 
и скорость размороженной спермы были выше, 
чем для среды с метанолом, а оплодотворяю-
щая способность ниже (10,3% и 6,9%, соответ-
ственно).

Последующие исследования венгерских уче-
ных, направленные на совершенствование тех-
нологии криоконсервации спермы осетрообраз-
ных рыб, были связаны, в основном, с подбором 
наиболее подходящего разбавителя и оптималь-
ной концентрации выявленного эффективного 
криопротектора метанола. Сперма стерляди, 
сибирского, русского и атлантического осетров, 
разбавленная в соотношении 1:1 модифициро-
ванным разбавителем Цветковой, содержащим 
10% метанола, была заморожена в 0,5 мл соло-
минках на полистироловой рамке толщиной 3 см 
на поверхности LN

2
 в течение 3 мин. с последую-

щим погружением. После оплодотворения икры 
стерляди размороженной (при 40 °С за 13 с)  
спермой перечисленных видов было получено 
соответственно 31, 50, 17 и 34% выклева личи-
нок гибридов (по сравнению с 44% в контроле) 
[46; 47]. Показавшие свою эффективность пара-
метры протокола: соотношение разбавления, ре-
жим замораживания и оттаивания применялись 
в дальнейших исследованиях.

В совместных работах с исследователями 
из США [48-50] по криоконсервации спермы 
североамериканских видов осетрообразных 
сравнивалось действие оригинального и мо-
дифицированного разбавителей Цветковой 
(обозначаемых авторами oT и mT) и сбаланси-
рованного солевого разбавителя Хэнкса (HBSS)  
в сочетании с разными конечными концен-
трациями метанола и ДМСО в суспензии спер-
ма-среда. Использование сочетания mT с 5% 
метанола обеспечивало с размороженной 
спермой тупорылого осетра (A. brevirostrum) 
наиболее высокие оплодотворение и выклев: 
в одном опыте соответственно – 40±15% 
и 31±15%, в другом – 18±11% и 17±12%. При 
этом наибольшая подвижность наблюдалась 
у спермы, криоконсервированной с ДМСО, что 
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подтверждало ранее [44] сделанный вывод 
о том, что подвижность не прогнозирует успех 
оплодотворения. Отмечалось также, что при-
сутствие ДМСО значительно повышало осмо-
ляльность разбавителей, а применение oT дава-
ло значительно более низкие оплодотворение 
и выклев, чем mT, также из-за более высокой 
осмоляльности. При криоконсервации спер-
мы белого лопатоноса (S. albus), по-видимому, 
очень высокого качества, не было выявлено 
значимых различий между разбавителями (mT  
и HBSS) и концентрациями метанола. Оплодот-
ворение (79-88%) во всех случаях было на уровне 
нативного контроля (89%), однако выклев был 
лучше с mT и 5% метанола (71-73%, в контроле 
80%) [48]. Сперма веслоноса, криоконсервиро-
ванная в mT с 10% метанола, имела самые высо-
кие подвижность (85±5%) и оплодотворяющую 
способность (80±3%) [49]. Замороженные об-
разцы спермы этих трех видов использовались 
далее для изучения зависимости между выжива-
емостью (целостностью мембран клеток, опре-
делявшейся методом проточной цитометрии)  
и оплодотворяющей способностью. Отмеча-
лось, что выживаемость часто коррелировала 
с подвижностью оттаявшей спермы, но не со 
степенью оплодотворения, и не должна при-
меняться для прогнозирования успеха при 
разработке методов криоконсервации. Для 
этих видов рыб криозащитные среды (разба-
витель+криопротектор), изоосмотичные се-
менной плазме, обеспечивали наиболее вы-
сокие степени оплодотворения и выклева, не 
связаннные с подвижностью размороженной 
спермы [50]. При исследовании возможности 
криоконсервирования больших объемов спер-
мы веслоноса для промышленного использо-
вания, сравнивались концентрации метанола 
5 и 10% в сочетании с mT и временем охлаж-
дения (5 и 7 мин.) 5 мл-соломинок на рамке 
в 3 см над LN2

, а также различные соотношения 
сперма: икра по влиянию на оплодотворяю-
щую способность размороженной спермы. Оп-
тимальными параметрами были 5% метанола  
и 5 мин. охлаждения. Лучший выклев (69±6%) 
был достигнут при оплодотворении 40 г 
икры оттаявшей спермой из трех соломи-
нок (7,5 мл), что мало отличалось от выклева 
в контроле (77±6%) при использовании 5 мл 
свежей спермы. Авторы пришли к выводу, что 
для получения выклева, подобного контролю, 
объем размороженной спермы, по сравнению 
со свежей, должен быть увеличен по меньшей 
мере на 30% [51].

Проведенные исследования позволили вен-
герским криобиологам [2] рекомендовать де-
тальный протокол криоконсервации спермы 
осетровых, в котором, в частности, предлага-

лось разбавление спермы в соотношении 1:1 
разбавителем mT и метанолом с его конечной 
концентрацией 5 или 10% (например, 9 мл 
разбавителя, 1 мл метанола и 10 мл спермы), 
замораживание в 0,5 мл-соломинках, уклады-
ваемых на рамке высотой 3 см на расстоянии 
4-5 мм друг от друга, в течение 3 мин (со ско-
ростью ⁓ 70 °С/мин) с последующим погруже-
нием в LN2

 и оттаивание при 40°С в течение  
13 секунд. (Возможно замораживание в 1,2 мл- 
соломинках и 5 мл-макротрубочках в течение 
5 мин. с оттаиванием, соответственно, за 20  
и 40 с). Для оплодотворения авторы предпо-
читают использовать удобное на практике со-
отношение: размороженная сперма из одной  
0,5 мл-соломинки после активации технологи-
ческой водой добавляется к 5 г икры. Ранее ре-
комендовалось 200-кратное разбавление спер-
мы водой для предотвращения полиспермии 
[52], однако современными исследованиями 
[53] показано, что у осетровых для этой цели 
служит эффективная система акросомной ре-
акции. Поэтому для успешного оплодотворе-
ния должны использоваться более низкие раз-
бавления.

Подобный протокол и, в первую очередь, раз-
бавитель mT и метанол, применялись на совре-
менном этапе многими исследовательскими 
коллективами в Европе, Азии и США для криокон-
сервации спермы различных видов осетровых. 

Сперма озерного осетра, разбавленная mT  
с 10% метанола (со ссылкой на [44], но с указан-
ной концентрацией 5 мМ KCl) и замороженная 
в 0,25 мл-соломинках, после оттаивания сохра-
няла 19±18% подвижных клеток, но результаты 
оплодотворения были низкими из-за длительной 
транспортировки (14-15 ч.) и ухудшения каче-
ства икры. Определение повреждения ДНК не 
показало значительного различия между свежей 
и криоконсервированной спермой [54].

Замороженная по тому же протоколу спер-
ма стерляди показывала подвижность около 
40%, при использовании в среде как 10% мета-
нола, так и 10% ДМСО, что указывало на похо-
жие повреждения аппарата подвижности. Доля 
клеток с поврежденной акросомой (фиксируе-
мая по специфическому окрашиванию с помо-
щью флуоресцентной микроскопии) была в два 
раза выше в сперме, криоконсервированной 
с ДМСО (12%), чем криоконсервированной 
с метанолом (6%) и свежей (5%). Но общее 
небольшое окрашивание не позволяло сделать 
вывод о том, что повреждение акросом являет-
ся причиной низких степеней оплодотворения, 
обычно получаемых с ДМСО. Авторы предпо-
ложили, что воздействие ДМСО на акросому 
способно вызывать преждевременную акросо-
мную реакцию [55].
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В совместном исследовании, с участием 
криобиологов из США, России, Чехии, Венгрии  
и Франции, выбранная, в результате сравнения 
разных концентраций компонентов и криопро-
текторов, протективная среда подобного соста-
ва (20 мМ трис, рН 8.0, 30 мМ сахарозы, 0,5 мМ 
KCl, 8% метанола) обеспечила при криоконсер-
вации спермы веслоноса получение лучших ре-
зультатов по подвижности (82% по сравнению 
с 98% в контроле) и оплодотворяющей способ-
ности (˃ 80%). Замораживание спермы, раз-
бавленной средой в соотношении 1:1, осущест-
влялось в 2 мл-пробирках в программируемом 
замораживателе поэтапно: от 0 до -5°С со скоро-
стью 3 °С/мин, от -5 до -15°С – 5 °С/мин, от -15 
до -25 °С –10 °С/мин, от -25 до -80 °С – 20 °С/мин 
и после 5мин. выдерживания при -80 °С погру-
жение в LN

2
 [56].

Замороженная по этой же программе в 0,5 мл- 
соломинках сперма веслоноса имела наименьшие 
повреждения ДНК в случае использования подоб-
ного разбавителя (20 мМ трис, рН 8.5, 75 мМ саха-
розы, 0,5 мМ KCl), метанола в конечной концентра-
ции 8% и соотношения разбавления 1:3 [57].

Сравнение действия четырех криопротек-
торов: ДМСО, ДМАА, этиленгликоля и метано-
ла, добавляемых в концентрациях 5 или 10%  
к разбавителю подобного состава (25 мМ трис, 
рН 8.5, 30 мМ сахарозы, 1мМ KCl), при замора-
живании спермы стерляди в 0,5 мл-соломинках 
в 3 см над поверхностью LN

2
 в течение 20 мин., 

показало предпочтительность метанола и ДМАА, 
непригодность этиленгликоля и отсутствие за-
висимости между параметрами подвижности  
и оплодотворяющей способностью разморожен-
ной спермы. Лучший выклев обеспечивали среда 
с 10% метанола (32±17% по сравнению с 61±8% 
в контроле), что, вероятно, связано с его малым 
молекулярным весом и высокой проницаемо-
стью мембран для этого криопротектора, и среда 
с 5% ДМАА (23±3%). ДМСО давал очень низкое 
оплодотворение, что подтверждало наблюдае-
мый ранее [45; 48-50; 56] феномен, объясняе-
мый, в частности, преждевременной акросом-
ной реакцией [55]. Из-за возможного подобного 
действия на акросому ДМАА рекомендовано ис-
пользовать в малых концентрациях [58].

Повторное сравнение этих криопротек-
торов в концентрации 10% в среде в том же 
протоколе подтвердило выводы предыдуще-
го исследования. Этиленгликоль обеспечи-
вал сохранение около 17% подвижных клеток  
в размороженной сперме стерляди по сравне-
нию с 43-47% для остальных криопротекторов. 
Сперма, криоконсервированная с метанолом, 
была наиболее устойчива к окислительному 
стрессу. В образцах спермы, замороженных  
с этиленгликолем или ДМСО, обнаружено зна-

чительное повышение активности супероксид-
дисмутазы и глутатионредуктазы. В случае ис-
пользования этиленгликоля, оттаявшая сперма 
оказалась наиболее чувствительна к действию 
свободных радикалов. В ней в наибольшей сте-
пени наблюдались переокисление липидов, со-
держание карбонильных производных протеи-
нов и фрагментация ДНК [59].

Впоследствии, при криоконсервации 
по тому же протоколу спермы корейского 
(A. dabryanus), китайского (A. sinensis) и си-
бирского осетров, исследовалось влияние до-
бавок антиоксидантов (каталазы, глутатиона, 
цистеина и аскорбиновой кислоты) к той же 
среде с 10% метанола. Выявлены наиболее 
эффективные концентрации каталазы, глу-
татиона и аскорбиновой кислоты (25 U/мл,  
0,25-0,5 мг/мл и 0,5 мг/мл, соответственно),  
в которых эти вещества повышали в оттаявшей 
сперме процент клеток с интактной мембраной 
или акросомой у трех видов осетров, а также – 
процент подвижных клеток у китайского осетра. 
Цистеин не проявил протективного действия 
против активных форм кислорода. Комбинации 
антиоксидантов не показали положительного 
синергического эффекта [60].

Разбавитель mT с 10% метанола и замора-
живание в 0,25мл-соломинках в 4 см над LN2

  
в течение 3 мин., с последующим погруже-
нием, применялись в исследовании устой-
чивости криоконсервированной спермы си-
бирского осетра к ионам тяжелых металлов. 
Свежая сперма разбавлялась в соотношении 
2:1 семенной плазмой (контроль) и семен-
ной плазмой, содержащей хлориды ртути 
и кадмия (опыты), и инкубировалась в тече-
ние 4 ч. при 4 °С. Подвижность разморожен-
ной спермы (в контроле около 60%) снижа-
лась ⁓ в 2 раза при воздействии 1 мг/л Hg2+  
и 10 мг/л Cd2+. Снижались также ско-
рость движения и выживаемость. При 
оплодотворении икры размороженной 
спермой, в контроле получено около 80% 
выклева личинок. Его резкое снижение 
(⁓ в 10 раз) происходило при воздействии  
10 мг/л Hg2+, однако присутствие Cd2+ 
в концентрациях 1–100 мг/л не влияло 
на выклев [61].

Использование того же протокола (разбави-
тель mT с 10% метанола, 0,5 мл-соломинки, 3 см 
над LN

2
 в течение 20 мин.) обеспечило сохране-

ние у криоконсервированной спермы стерляди 
5-67% подвижных клеток (по сравнению с 26-
100% – у нативной) и 13-76% оплодотворения, 
в  зависимости от разных способов сбора спер-
мы (за три раза с разными временными интер-
валами через 12 и 36 ч. после гормональной 
стимуляции) [62]. Таким же образом криокон-
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сервировалась сперма стерляди, полученная 
обычным сцеживанием (подвижность нативной 
92±8%), и тестикулярная сперма, созревшая in 
vitro в течение 25 мин. инкубации в супернатан-
те (при разбавлении 1:50), полученном после 
двойного центрифугирования семенной жид-
кости из урогенитального канала (подвижность 
нативной 80±9%). После размораживания эти 
два вида спермы почти не отличались по под-
вижности (соответственно, 57 и 48%) и опло-
дотворяющей способности (соответственно, 
48 и 39%), что демонстрировало возможность 
успешной криоконсервации спермы, получен-
ной из семенников погибших самцов [63]. 

В аналогичных протоколах (разбавитель mT, 
0,25 мл-соломинки) сравнивалось действие раз-
ных концентраций криопротекторов (5, 10 и 20% 
ДМСО или метанола) и различных соотношений 
разбавления спермы средой (1:0.5; 1:1; 1:2; 1:5) 
при криоконсервации спермы севрюги [64] и бе-
луги [65; 66]. Во всех случаях наиболее высокую 
подвижность размороженной спермы обеспечи-
вало применение 10% криопротектора и разбав-
ления 1:1. Впоследствии, при криоконсервации 
спермы персидского осетра (A. persicus) по тому 
же протоколу, подобное сравнение криопротек-
торов и соотношений разбавления показало, по 
уровню подвижности оттаявшей спермы, пред-
почтительность использования 15% метанола 
при разбавлении спермы средой 1:1 и непригод-
ность этиленгликоля и глицерина. Эквилибрация 
суспензии сперма-среда более 20 мин. и соотно-
шения разбавления большие, чем 1:3, снижали 
подвижность размороженной спермы. К повы-
шению этого показателя приводило добавление 
в среду бычьего сывороточного альбумина (BSA) 
в концентрации 10 мг/мл, но никакого влияния 
не оказывало добавление аскорбиновой кислоты 
в различных концентрациях. Авторами рекомен-
довано в протоколе криоконсервации спермы 
персидского осетра применение разбавителя mT 
с добавлением 15% метанола и 10 мг/мл BSA, 
соотношения разбавления 1:1, 5 мин. эквили-
брации и замораживания в 0,25 мл-соломинках  
в 3 см над LN2

 в течение 10 мин. с последующим 
погружением. Замороженная по этому прото-
колу сперма сохраняла 32% подвижных клеток  
и обеспечила 30% оплодотворения икры и 28% 
выклева личинок [67].

С применением подобного протокола (раз-
бавитель mT с 10% метанола, 0,5 мл-соломинки, 
3 см над LN

2
 в течение 10 мин.) была показана 

возможность хранения оттаявшей спермы при 
4 °С до 30 мин. почти без снижения качества. 
Сперма персидского осетра и белуги сразу после 
размораживания показывали подвижность 83-
85%, оплодотворяющую способность – 75-85%  
и выклев – 73-78%, а через 30 мин. хранения, 

соответственно: 78%, 70-78% и 68-72% [68; 69]. 
Добавка к разбавителю mT 10 мМ глутамина,  
в том же протоколе криоконсервации, обеспе-
чивала для размороженной спермы персидско-
го осетра значительное повышение подвижно-
сти: от 50% (без добавления глутамина) до 95%, 
оплодотворяющей способности: от 55% до 90% 
и выклева: от 52% до 85% [70]. Замораживание 
0,5 мл-соломинок, в программируемом замора-
живателе при оптимальной скорости 40 °С/мин., 
позволило получить для оттаявшей спермы белу-
ги подвижность 69%, оплодотворяющую способ-
ность – 72% и выклев – 65% [71], а для персид-
ского осетра, соответственно: 60, 60 и 60% [72].

С помощью CASA (computer-assisted semen 
analysis) анализировались параметры движения 
спермы, криоконсервированной по тому же про-
токолу (mT с 10% метанола, 0,25 мл-соломинки). 
Отмечалось, что в оттаявшей сперме, по сравне-
нию с нативной, многие параметры снизились,  
в том числе – наиболее важные для оплодот-
ворения икры: процент подвижных клеток  
(с 41,3 до 25,3% – у сибирского осетра, с 44,8 до 
26,8% – у стерляди) и скорость криволинейного 
движения, что, по мнению авторов, возможно, 
связано с повреждениями средней части и хво-
ста сперматозоидов [73].

В сперме русского осетра, замороженной 
таким же образом, подвижность клеток снизи-
лась с 95 до 65% (и до 0% в случае отсутствия 
криопротектора в среде). При этом в клетках 
снизилась, а в семенной плазме заметно по-
высилась активность многих ферментов: ме-
таболических (аденозинтрифосфатазы, креа- 
тинкиназы, сукцинатдегидрогеназы, лактатде-
гидрогеназы) и антиокислительных (суперок-
сиддисмутазы, каталазы, глутатионперокси- 
дазы), что связывалось с повреждениями мем-
бран и митохондрий, переокислением липидов 
мембран. Значительные различия в активности 
ферментов наблюдались в вариантах заморажи-
вания с криопротектором и без него. Мембраны 
клеток были намного больше повреждены в слу-
чае отсутствия криопротектора [74]. 

При криоконсервации спермы стерляди,  
по рассматриваемому протоколу (mT с 10% мета-
нола, 0,5мл-соломинки), сравнивалась эффектив-
ность двух приспособлений с неконтролируемым 
охлаждением (до погружения в LN2

): наиболее ча-
сто используемой полистироловой рамки толщи-
ной 3 см с горизонтальной укладкой 6 или 60 соло-
минок, плавающей на поверхности LN

2
 в течение 

10 мин., и сухого цилиндрического сосуда (внутри 
переносного сосуда Дьюара с LN

2
) с вертикальным 

размещением в его средней части 60 соломинок, 
не соприкасающихся со стенками и между собой, 
на 10 минут. Самые низкие скорости заморажива-
ния спермы в разных температурных интервалах 
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наблюдались при тесном расположении 60 соло-
минок на рамке. В остальных вариантах (6 соло-
минок на рамке, центр и периферия сухого сосуда) 
скорости были намного выше и отличались незна-
чительно, что отражалось в получении близких 
значений оплодотворяющей способности оттаяв-
шей спермы (48,8-59,4%) и выклева (46-59%), по 
сравнению с аналогичными показателями в случае 
60 соломинок на рамке: 9,7±2,7% и 11,7±4,2%, 
соответственно. Авторы считают предпочтитель-
ным использование сухого сосуда, так как он обе-
спечивает более стабильные условия охлаждения.  
В нем оптимальная скорость замораживания 
спермы стерляди составляла 53°С/мин. для  
60 соломинок [75].

С использованием того же протокола (mT  
с 10% метанола, 0,5 мл-соломинки, 3 см над 
LN

2
 в течение 10 мин.) исследовалось влияние 

добавляемых в среду антифризных протеинов 
(AFP) на криозащиту сперматозоидов стерля-
ди. В сперме, замороженной без добавления 
AFP, после оттаивания сохранялось 44±9% 
подвижных клеток, с добавлением 10 мкг/мл 
AFP I – 56±15%, с добавлением 1 мкг/мл AFP 
III – 58±14%, однако, ввиду незначимости 
различий, было предположено, что влияние 
AFP не зависит от их концентрации в среде. 
Проточная цитометрия показала целостность 
мембран у 26,6±14% клеток спермы, криокон-
сервированной без AFP. Существенно выше 
был процент клеток с интактной мембраной 
после добавления 10 мкг/мл AFP I или AFP III 
(65,4±12 и 62,9±12%, соответственно) [76].  
В другой серии аналогичных опытов авторы не 
обнаружили положительного влияния AFP ни 
на подвижность (не было значимых различий  
в скоростях движения клеток), ни на оплодот-
воряющую способность размороженной спер-
мы (45-50% во всех вариантах) [77].

При использовании рассматриваемого про-
токола было обнаружено сильное влияние кри-
оконсервации на протеом семенной плазмы  
и спермы стерляди. В основном изменения на-
блюдались у протеинов, связанных с метаболиз-
мом, откликом на стресс и цитоскелетом [78].

При криоконсервации спермы персидско-
го осетра, разбавленной mT с 10% метанола, 
сравнивались два способа замораживания: 
наиболее распространенный (замораживание 
в 0,5 мл-соломинках на рамке в 4 см над LN2  
в течение 3 мин. с последующим погружени-
ем) и капельная витрификация (накапывание 
суспензии сперма-среда прямо в LN

2
 и через  

5 мин. сбор полученных шариков диаметром  
5 мм охлажденным пинцетом в охлажденные  
2 мл-криопробирки для хранения). Подвиж-
ность оттаявшей спермы оказалась в обоих 
случаях практически одинаковой (9 и 10%, 

соответственно), однако продолжительность 
подвижности была выше после капельной ви-
трификации. Оценка уровней метаболитов  
в сперме, с помощью ПМР-спектроскопии, по-
казала значимые отличия для некоторых из них 
(ацетата, креатинфосфата, бетаина, β-аланина 
и триметиламин-N-оксида), связанных с энер-
гетикой сперматозоидов, восстановительным 
балансом и компенсацией гипоксии, подтверж-
дающие более высокую эффективность капель-
ной витрификации для криозащиты [79]. Около 
16% подвижности наблюдалось во всех образ-
цах спермы персидского осетра, разбавленной 
100 мМ трис-HCl буферным раствором, рН 8  
с добавлением AFP III в оптимальной концен-
трации 10 мкМ и замороженной методом ка-
пельной витрификации, после разных сроков 
хранения (48 ч., 30 и 120 дней) [80].
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