
110 Рыбное хозяйство • № 3 • май–июнь 2024

Обзорная статья
УДК 57.086.13:639.3.034:597.423

Криоконсервация спермы  
осетрообразных рыб: современное 
состояние и перспективы. Часть 2.  

DOI: 10.36038/0131-6184-2024-3-110-121

Докина Ольга Борисовна – кандидат химических наук, ведущий научный сотрудник лаборатории 
криобиологии, Филиал по пресноводному рыбному хозяйству ФГБНУ «ВНИРО» («ВНИИПРХ»), 
Московская область, Дмитровский городской округ, пос. Рыбное, Россия
E-mail: olgadokina@mail.ru

Ковалев Константин Викторович – кандидат сельскохозяйственных наук, заведующий  
лабораторией криобиологии, Филиал по пресноводному рыбному хозяйству ФГБНУ «ВНИРО» 
(«ВНИИПРХ»), Россия, Московская область, Дмитровский городской округ, пос. Рыбное
E-mail: silur5@mail.ru

Пронина Наталья Дмитриевна – главный специалист лаборатории криобиологии, Филиал  
по пресноводному рыбному хозяйству ФГБНУ «ВНИРО» («ВНИИПРХ»), Россия, Московская область, 
Дмитровский городской округ, пос. Рыбное  
E-mail: proninatasha@rambler.ru

Адрес: 
Филиал по пресноводному рыбному хозяйству ФГБНУ «ВНИРО» («ВНИИПРХ») –  
Россия, 141821, Московская область, Дмитровский городской округ, пос. Рыбное, дом 40А 

ТЕХНОЛОГИЯ

Ключевые слова: криоконсервация, криопротектор, криоконсервированная сперма, осетровые рыбы, 
осетрообразные рыбы

Аннотация. Проведен анализ опубликованной информации в области криоконсервации 
спермы осетрообразных рыб. В представленном обзоре кратко прослеживается исторический 
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ходы, выявлены наиболее перспективные тенденции развития и существующие проблемы.
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На современном этапе применялись и другие 
протоколы криоконсервации спермы осетрооб-
разных рыб с использованием трис-буферных 
и водно-солевых разбавителей. 

Для оценки качества образцов спермы, 
полученных после стимуляции созревания 
различными гормональными препаратами, 
украинскими криобиологами проводилась их 
криоконсервация по традиционной, разрабо-
танной в 80-х годах XX в., технологии в среде 
на основе трис-буфера с ДМСО и желтком. Под-
вижность размороженной спермы веслоноса со-
ставляла 80-90% [81], стерляди – 68-79% [82].

Использование оригинального разбавителя 
Цветковой (оТ), дополненного пенициллином, 
и программируемого замораживания с поэтап-
ным увеличением скорости позволило полу-
чить для оттаявшей спермы персидского осетра 
32,2% подвижных клеток и 31% оплодотворе-
ния икры, а для спермы севрюги, соответствен-
но – 37,5 и 34,6% [83]. Была также подтвержде-
на непригодность коммерческого разбавителя 
Biociphus для криоконсервации спермы осетро-
вых рыб, о чем сообщалось ранее [17].

Дополнение разбавителя оТ с желтком и 15% 
ДМСО, рН 7.8, антиоксидантами: аскорбино-
вой кислотой или лизином (в конечных кон-
центрациях, соответственно, 0,01 М и 0,05 М)  
при криоконсервации спермы русского осе-
тра в 2 мл пробирках, охлаждаемых поэтапно  
в парах LN2

 до –70 °С и погружаемых в LN
2
 через  

8 мин, повышало подвижность и оплодотворя-
ющую способность размороженной спермы. 
Лучшие результаты по этим показателям, в ва-
рианте опыта с аскорбиновой кислотой, были 
соответственно ⁓ 45 и ⁓ 75%, по сравнению  
с вариантом без добавок – 30 и 55%. Отмеча-
лось, что добавление этих веществ снижало уро-
вень аберраций хромосом [84; 85].

Сообщалось о повышении подвижности раз-
мороженной спермы стерляди, русского и си-

бирского осетров при снижении рН трис-буфер-
ного раствора в криозащитной среде до 6,5-7,0 
и введении в нее антиоксиданта бутилокситолу-
ола в концентрациях 0,04 и 0,06 мг/мл. Приме-
нение оригинальной синтетической среды С-2 
и замораживания спермы в гранулах по 0,1 мл 
на фторопластовой пластине при –80 °С с даль-
нейшим погружением в LN

2
 позволяло получать 

после оттаивания более 40% подвижных клеток 
и достигать оплодотворяемости икры 76-81% 
[86]. Выращивание рыбопосадочного материа-
ла, полученного с использованием криоконсер-
вированной (в средах С-3 и С-4) спермы сибир-
ского осетра, показало преимущество в темпе 
роста «крио-осетров» по сравнению с контро-
лем, полученным из нативной спермы [87; 88], 
однако в «крио-потомстве» наблюдалось увели-
чение доли самок [88].

Использование среды на основе трис-буфера 
с  добавлением сахарозы, KCl и ⁓10% метанола 
при криоконсервации спермы русского осетра 
позволило получить после оттаивания 2-35% 
подвижных клеток, 18-90% – оплодотворения 
икры и 12-86% – выклева личинок [89]. Обна-
ружено, что использование для оплодотворения 
икры криоконсервированной таким способом 
спермы, по сравнению с нативной, приводит 
к  пониженному выходу личинок, прежде все-
го, за счет повышенной смертности на ранних 
эмбриональных стадиях, т.е. идет отбор жизне-
способных «криоэмбрионов». Выявлено увели-
чение доли некоторых гетерозигот и гетерози-
готности по исследованным локусам. Поскольку 
отклонение этого показателя от исторического 
оптимума вызывает сокращение численности 
популяций и  их деградацию в последующих 
поколениях, авторы считают целесообразным 
ограничить применение криоконсервирован-
ной спермы при искусственном воспроизвод-
стве товарными хозяйствами, а также отмечают 
необходимость поиска щадящих методик крио-
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консервации и  изучения их влияния на гено-
фонд [90-92].

В образцах спермы персидского осетра, 
разбавленной 100 мМ трис-HCl буферным 
раствором, рН 8 с 10% ДМСО и гидроксипро-
пил-β-циклодекстрином, как дополнительным 
криопротектором, в оптимальной концентра-
ции 10 мМ, после замораживания в 0,5 мл соло-
минках (в 4 см над LN

2
 в течение 3 мин) и хране-

ния в течение 2 и 8 недель наблюдалось 16-17% 
подвижных клеток [93].

Сравнение трех криозащитных сред: 1) mT с 
10% метанола, 2) оТ с 15% ДМСО и 20% желт- 
ка и 3) раствора 80 мМ сахарозы, 5,5 мМ вос-
становленного глутатиона с 10% ДМСО при за-
мораживании спермы русского осетра в 0,5 мл 
соломинках в 3 см над LN2 в течение 20 мин по-
казало практическую равнозначность первых 
двух сред (подвижность после оттаивания со-
ставляла, соответственно, 28 ± 15 и 30 ± 12%) 
и меньшую эффективность третьей (11 ± 6%) 
[94].

С использованием такого же способа замо-
раживания проводилось сравнение действия 
различных дисахаридов и их комбинаций, а так-
же разных концентраций хлорида калия в сре-
де на основе 0,02 М трис-буфера, рН 8.1 с 10% 
метанола при криоконсервации спермы китай-
ского и корейского осетров. Лучшая среда, с до-
бавлением 2-5 мМ KCl, 15 мМ лактозы и 15 мМ 
трегалозы, обеспечила сохранение в оттаявшей 
сперме китайского осетра ⁓ 85% подвижных 
клеток, в сперме корейского осетра ⁓75%. Опло-
дотворяющая способность составляла, соответ-
ственно, 32 и 23% [95].

Американские исследователи замораживали 
сперму лопатоносов в 0,5 мл соломинках, опу-
скаемых в стаканах на дно алюминиевого сосу-
да, помещаемого в переносной сосуд Дьюара с 
LN2

 (скорость охлаждения 22-24 °С/мин). Срав-
нение модифицированного HBSS и оТ (разбав-
ление 1:4) в сочетании с 5 и 10% метанола или 
ДМСО при криоконсервации спермы обыкно-
венного лопатоноса (S. platorhynchus) не обна-
ружило значимых различий между криопротек-
торами, но разбавитель оТ обеспечивал более 
высокую подвижность размороженной спермы 
(42-50% по сравнению с 23-28% для HBSS) [96]. 
Сравнение метанола и ДМСО в концентрациях 
5, 10 и 15% при замораживании спермы белого 
лопатоноса (S. albus), разбавленной в соотноше-
нии 1:4 mHBSS с осмоляльностью 100 мОсмоль/
кг, не показало значимых различий между кри-
опротекторами по подвижности оттаявшей 
спермы, однако значительно более высокий вы-
клев (77%) был получен при использовании 5 и 
10% метанола. Отмечалось, что перед началом 
эксперимента каждый криопротектор смеши-

вался с mHBSS в соотношении 1:1 для снижения 
токсических эффектов [97]. Впоследствии было 
представлено детальное описание последнего 
опыта с использованием метанола и приведе-
ны лучшие показатели криоконсервированной 
спермы, полученные в вариантах с 5 и 10% ме-
танола: соответственно подвижность – 28 и 
25%, оплодотворяющая способность на стадии 
4-8 бластомеров – 91 и 92 %, выклев – 77 и 77% 
(в контроле 69%) [98].

Выбранная, по результатам испытаний не-
скольких солевых разбавителей и разных кон-
центраций ДМСО и глицерина, лучшая среда, 
представляющая собой водный раствор 8,85 г/л 
NaCl, 0,2 г/л KCl, 0,4 г/л NaHCO3

 c 12% ДМСО, 
обеспечила после криоконсервации спермы ки-
тайского осетра 83,8% оплодотворения икры 
и 68% выклева личинок. Разбавленная в соотно-
шении 1:3 сперма, после эквилибрации в тече-
ние 0,5-2 час, замораживалась в 2,5 мл пробир-
ках со скоростью 2 °С/мин от 4 до –6 °С и после  
10 мин выдерживания погружалась в LN

2
 [99].

Биологами Астраханского государственно-
го университета (АГУ) [100] исследовались 
цитоморфологические и функциональные из-
менения сперматозоидов русского осетра по-
сле криоконсервации в различных вариантах 
среды Штайна [31; 101] и водном растворе 
глицерина, ДМСО и гепарина. Использование 
этого раствора, в отличие от других сред, не 
вызывало существенных морфологических на-
рушений, но клетки теряли способность посту-
пательного движения.

Среде Штайна также было отдано предпочте-
ние, при сравнении ее с трис-HCl буферными 
растворами, с ДМСО или метанолом, при замо-
раживании спермы двух самцов русского осетра 
в 0,5 мл соломинках на металлической плите  
в 5 см над LN

2
, на основании наблюдения наи-

более высокой подвижности клеток (25 и 30%)  
после оттаивания [102]. 

Российскими исследователями из Южного 
научного центра (ЮНЦ) РАН и Астраханско-
го государственного технического универси-
тета (АГТУ), при совершенствовании техно-
логии криоконсервации спермы осетровых 
рыб, использовались различные модификации 
среды Штайна и технологические приемы, 
изложенные в методическом пособии, разра-
ботанном во ВНИИПРХ [22]. Сообщалось о 
повышении выживаемости сперматозоидов 
в результате добавления в среду цианокоба-
ламина [103]. Замена глюкозы в среде Штай-
на на сахарозу и маннит и уменьшение кон-
центраций желтка и ДМСО до 10% привели 
к повышению количества подвижных клеток  
в размороженной сперме русского осетра с 10 до 
60% и снижению скорости пероксидного окис-
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ления липидов на всех этапах криоконсервации 
[104]. С целью увеличения проницаемости мем-
бран сперматозоидов для применяемого крио-
протектора предлагалась электростимуляция 
разбавленной средой спермы в течение 1 мин пе-
ред эквилибрацией. При оптимальной частоте 
сигнала 20 Гц сохранность клеток увеличивалась 
на 30%, а время жизни – в 2,2 раза. Для вымыва-
ния криопротектора из клеток размороженная 
сперма разбавлялась в соотношении 1:1 рас-
твором 6,5 г/л NaCl и выдерживалась в течение  
7 мин [105-108]. Для ускорения проникновения 
криопротектора через клеточные мембраны 
предложено также ультразвуковое воздействие 
на разбавленную средой сперму, позволяющее 
снизить период эквилибрации и уменьшить 
время воздействия токсичных веществ на клет-
ки [109; 110]. Сообщалось о получении высо-
ких процентов оплодотворения икры криокон-
сервированной спермой (80-96% – у русского 
осетра, 64-84% – у севрюги, 75% – у белуги) 
[111-115] и формировании коллекции спермы 
осетровых рыб в созданном в ЮНЦ РАН крио-
банке [114; 116]. Показана целесообразность 
использования криоконсервированной спермы 
при искусственном воспроизводстве осетровых 
рыб в установках замкнутого водообеспечения 
[112]. Предложен способ создания репродук-
тивных маточных стад осетровых рыб с их ча-
стичным обновлением за счет генетического 
материала из криобанка [113; 117]. Показано, 
что потомство, полученное с использованием 
криоконсервированной спермы, имело нор-
мальное эмбриональное и постэмбриональное 
развитие [117-119]. 

Показана предпочтительность использо-
вания пробирок Эппендорфа объемом 0,5 
мл по сравнению с 0,75, 1,5 и 2 мл пробир-
ками. В образцах меньшего объема за счет 
более равномерных режимов охлаждения и 
оттаивания наблюдалось наибольшее время 
жизни сперматозоидов [120; 121]. Показана 
перспективность скоростного заморажива-
ния на тефлоновой пластине [122]. Предло-
жен альтернативный метод замораживания 
суспензии сперма-среда на пластиковых или 
металлических сетках в виде тонких пленок,  
а также – в виде высушенных в термостате 
мазков, для предотвращения криоповреж-
дений клеток за счет сверхвысоких скоро-
стей замораживания. Лучший результат до-
стигнут при использовании пластиковых 
сеток: после оттаивания продолжительность 
жизни спермиев русского осетра составила  
20 мин, сибирского осетра – 26 мин [123-125]. 
Снижение концентрации ДМСО в применяе-
мой среде с 10 до 3% с целью уменьшения ее 
токсического действия привело к увеличе-

нию времени жизни размороженных спер-
миев белуги с 26 до 31 мин, а подвижности –  
с 75 до 82%. Аналогичные показатели у русско-
го осетра (при снижении ДМСО до 4%) увели-
чились соответственно с 6 до 9 мин и с 70 до 78% 
[126-128]. По оценке влияния на подвижность  
и время жизни спермиев после оттаивания, 
определены лучшие скорости замораживания 
(3 °С/мин для русского осетра и 10 °С/мин для 
севрюги и стерляди) по сравнению со ступен-
чатым режимом: 6 °С/мин – в течение 6 мин, 
10 °С/мин – в течение 4 мин, погружение в LN2

 
[129-131]. 

С использованием вышеупомянутой методи-
ки криоконсервации [22] специалистами ЮНЦ 
РАН исследовалось влияние добавок 0,1 мМ ан-
тиоксидантов из ряда стерически-затрудненных 
фенолов к модифицированной среде Штайна, 
содержащей в водном растворе 130 мМ NaCl,  
5 мМ KCl, 20 мМ NaHCO3, 5,5 мМ глюкозы,  
12,5% желтка и 12,5 % ДМСО. Наиболее эффек-
тивно снижала уровень пероксидного окисле-
ния липидов мембран добавка 3,5-ди-трет-бу-
тил-4-гидроксифенилметилендифосфоновой 
кислоты, превосходя по активности известные 
антиоксиданты ионол (2,6-ди-трет-бутил-4-ме-
тилфенол) и тролокс (водорастворимый аналог 
витамина Е), и обеспечив повышение оплодот-
ворения икры криоконсервированой спермой 
с 30 до 60% у белуги, с 84 до 91% – у русского 
осетра и с 71 до 79% – у севрюги [132-134]. Сни-
жение уровня пероксидации липидов и увеличе-
ние продолжительности подвижности спермиев 
наблюдалось также при добавлении фенольных 
соединений, содержащих фрагменты пирроли-
дина [135; 136], тиоацетамида [136; 137] или 
диимина [138], и производных индолина [139]. 
Предположено криопротекторное действие 
L-1-(2-((1-гидроксинафталин-2-ил)тио)ацетил)
пирролидин-2-карбоновой кислоты, добавле-
ние которой к нативной сперме белуги увели-
чило время поступательного движения сперма-
тозоидов в 2,2 раза, а проценты оплодотворения  
и выклева примерно в 1,5 раза [140]. В качестве 
потенциальных криопротекторов рассматри-
ваются новые фенол- и нафтолпроизводные L-  
и D-пролина с мультифункциональной актив-
ностью [141-143]. Установлена видоспецифич-
ность повышения уровня пероксидации липи-
дов спермы осетровых при криоконсервации в 
модифицированной среде Штайна [144]. Уро-
вень липидного переокисления возрастал и в 
нативной, и в криоконсервированной сперме 
русского осетра в присутствии органических со-
единений олова [145].

Наряду с рассмотренными технологиями,  
с начала XXI в. стали разрабатываться прин-
ципиально иные протоколы с использовани-
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ем низкоосмотичных криозащитных сред на 
водной основе и метанола в качестве основного 
криопротектора.

Специалистами лаборатории криобиоло-
гии ВНИИ пресноводного рыбного хозяйства 
(ВНИИПРХ) в результате экспериментов, про-
веденных в 2001-2003 гг. на белуге, стерляди, 
севрюге, сибирском и русском осетрах, разра-
ботана базовая криозащитная среда для замо-
раживания спермы осетровых рыб, содержащая 
в водном растворе 0,1% сахарозы, 0,08% KCl  
и 8% метанола (в массовых долях), примене-
ние которой, при сохранении прежнего тре-
хэтапного режима замораживания в 1,5 мл 
пробирках [146], позволило повысить оплодот-
воряющую способность размороженной спермы  
в 2-2,5 раза по сравнению с используемой ранее 
средой оТ [147-155]. Показано отсутствие не-
обходимости в использовании трис-буферных 
разбавителей и сложных солевых составов, а 
также в раздельном смешивании спермы снача-
ла с разбавителем, а затем с криопротектором, 
и в периоде эквилибрации. Выявлена опреде-
ляющая роль и оптимальная концентрация 
хлорида калия в среде. Некоторое повышение 
протективного действия базовой среды на-
блюдалось при добавлении к ней ряда амино-
кислот, антиоксидантов, антифризных белков, 
глицерина [148; 149; 156; 157]. Добавление 
антифризных гликопротеинов (АФГП), полу-
ченных из крови баренцевоморской трески 
(Gadus morhua), в концентрациях 5-25 мг/мл  
обеспечило трехкратное и более увеличение 
оплодотворяющей способности размороженной 
спермы сибирского осетра [158-160]. Обнару-
жено положительное влияние добавок таурина 
на сохранность криоконсервированной спермы 
[161], а также – на продление жизнеспособности 
нативной спермы при хранении и транспорти-
ровке перед криоконсервацией [162]. Разрабо-
танный базовый протокол обеспечивал полу-
чение высоких уровней оплодотворения икры 
криоконсервированной спермой сибирского 
осетра (62-75%), русского осетра (62-68%), 
стерляди (62-73%), севрюги (72-82%), белуги 
(81%), калуги (87%) в промышленных условиях 
[146; 153; 163-166]. Отмечалось, что получен-
ная таким способом молодь осетров имеет по-
вышенные физиологические и рыбоводные по-
казатели. Фенотипическая адаптация личинок  
к изменениям экологических условий (темпера-
тура воды 37 и 4 °С, содержание без кормления, 
соленость 1-5‰) оказалась значительно выше, 
чем у полученных традиционным способом 
[163; 164; 167].  

С применением данной технологии, в со-
трудничестве исследователей из МГУ и ВНИИ-
ПРХ, разработан метод оценки степени повреж-

дения клеток в криоконсервированной сперме, 
основанный на интенсивности свободноради-
кальных реакций [168; 169]. С использованием 
спермы, криоконсервированной в лаборатории 
криобиологии ВНИИПРХ, генетиками из Инсти-
тута биологии развития РАН и ВНИИПРХ осу-
ществлен диспермный андрогенез у осетровых 
рыб, открывающий, в сочетании с криоконсер-
вацией, новые возможности для восстановления 
исчезающих видов. Получено андрогенетиче-
ское потомство сибирского и русского осетров, 
севрюги, белуги, гибридов севрюга×белуга, рус-
ский осетр×сибирский осетр [170], сибирский 
осетр× русский осетр [171; 172]. Впервые на 
осетровых рыбах применен гаплоидный андро-
генез, как метод оценки повреждений генетиче-
ского аппарата спермиев, вызванных различны-
ми факторами криоконсервации. Повреждения 
хромосом у размороженных сперматозоидов 
белуги и сибирского осетра, не выявленные  
у обычных диплоидных зародышей, четко про-
явились у гаплоидных эмбрионов. Положитель-
ный эффект добавки АФГП в криозащитную 
среду, при замораживании спермы стерляди, 
доказан равной выживаемостью гаплоидных 
эмбрионов, развившихся из нативной и крио-
консервированной спермы [173].

При дальнейшем совершенствовании дан-
ной технологии криоконсервации, вызванном  
необходимостью замораживания спермы разно-
го качества, обнаружено повышение протектив-
ного действия базовой среды при дополнении ее 
вторым проникающим криопротектором, фор-
мамидом, в концентрациях 0,5-1%, что может 
быть связано с проявлением эффекта синергиз-
ма. Эффективность усовершенствованной кри-
озащитной среды подтверждена испытаниями 
40 экспериментальных сред, а также при замо-
раживании образцов спермы калуги, стерляди, 
сибирского и русского осетров для пополнения 
коллекции криобанка. Усовершенствованный 
протокол криоконсервации спермы осетровых 
рыб обеспечивал, в случае использования поло-
вых продуктов хорошего качества, сохранение 
оплодотворяющей способности замороженной 
спермы на уровне нативной [155; 174]. Коллек-
ция спермы осетрообразных рыб в крупнейшем 
в России криобанке ВНИИПРХ представлена 
700 образцами, общий объем которых состав-
ляет более 15 литров. Мониторинг сохранно-
сти образцов криоконсервированной спермы, 
проводимый в течение 30 лет, показывал, что 
продолжительность хранения не влияла на их 
качество [149-151; 165; 175-177].

Украинские исследователи, в опытах на спер-
ме стерляди, при модифицировании разработан-
ного во ВНИИПРХ способа криоконсервирования 
спермы осетровых рыб [153; 156], комбинируя  
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в водных средах различные концентрации саха-
розы, фруктозы, KCl, KHCO

3
, глицина, глицери-

на, креатина, метанола и ДМСО, добавляя плаз-
му крови карася, а также сравнивая способы 
замораживания суспензии сперма-среда в гра-
нулах по 100 мкл на фторопластовой пластине  
и в пробирках объемом 0,5 и 1,5 мл, согласно ме-
тодическому пособию ВНИИПРХ [146], подтвер-
дили предпочтительность метанола в сравнении 
с ДМСО, заметили положительный эффект от 
использования в средах креатина и фруктозы, 
замены KCl на KHCO

3
, а также от уменьшения 

объема замораживаемого образца. Примене-
ние лучшей среды, содержащей в водном рас-
творе 8,9 мМ KHCO

3
, 3,8 мМ креатина, 11,7 мМ 

сахарозы, 5,6 мМ фруктозы и 3,75 М метанола,  
и замораживания, разбавленной в соотноше-
нии 1:1 спермы в гранулах, обеспечило дости-
жение 85,6% оплодотворения икры оттаявшей 
спермой по сравнению с 87,6% в контроле. 
Отмечалось, что прирост массы и длины тела 
трехмесячных особей, полученных с использо-
ванием криоконсервированной спермы, был 
больше, чем в контроле [178-180].

При использовании вышеупомянутого 
способа криоконсервации спермы осетровых 
рыб для воспроизводства стерляди дунайской  
и днепровской популяций, украинскими 
специалистами установлено, что криозащит-
ная среда, содержащая сахарозу, KCl и мета-
нол, является технологически оптимальной. 
Размороженная сперма с 48-55% подвижных 
клеток оплодотворяла 80-85% икры по сравне-
нию с 90-95% в нативном контроле. Получен-
ные личинки от двух популяций стерляди были 
использованы для воспроизводства ремонт-
но-маточных стад в рыбоводческом хозяйстве 
[181]. Сравнение в другом исследовании ха-
рактеристик спермы стерляди из дунайской, 
днепровской и волжской популяций после кри-
оконсервации в среде, содержащей 14,6 мМ  
сахарозы, 13,4 мМ KCl и 3,73 М метанола, 
с трехэтапным режимом замораживания  
в стеклянных ампулах, показало снижение 
ее подвижности в среднем до 50% (от натив-
ной, близкой к 100%) и снижение содержания  
в ней пяти липидных фракций (фосфолипи-
дов, холестерола, свободных жирных кислот, 
триацилглицерола, эфиров холестерола), сви-
детельствующее о повреждении фосфолипид-
ного бислоя мембран [182].

Польские криобиологи исследовали воз-
можность применения для криоконсервации 
спермы сибирского осетра глюкозо-метаноль-
ной среды, подобной той, которая ранее была 
ими разработана для спермы лососеобразных 
рыб, в протоколе замораживания в 0,25 мл 
соломинках на рамке в 3 см над LN2

 в течение  

5 мин с последующим погружением. Лучший, 
по результатам оценки подвижности разморо-
женной спермы, состав (водный раствор 0,1 М  
глюкозы и 15% метанола), выбранный при 
сравнении сред с разными концентрациями 
глюкозы (0, 0.1, 0.15, 0.2 и 0.3 М), в сочетании 
с 15% метанола, при соотношении разбавле-
ния 1:1, обеспечивал около 30% выклева после 
оплодотворения икры криоконсервированной 
спермой, близкого к выклеву в контроле (око-
ло 33%). При этом ни эквилибрация перед за-
мораживанием до 30 мин, ни хранение после 
оттаивания до 30 мин не влияли на подвиж-
ность и оплодотворяющую способность размо-
роженной спермы, что важно для выполнения 
крупномасштабных хозяйственных операций. 
Сравнение раствора 0,1 М глюкозы с разба-
вителем mT в данном протоколе практически 
не показало различия: соответственно ⁓ 28% 
и ⁓ 25% выклева [183]. При сравнении 0,05  
и 0,1 М растворов глюкозы в том же протоколе 
при замораживании спермы стерляди предпо-
чтение было отдано раствору с меньшей кон-
центрацией по оценке подвижности после от-
таивания: 68,3 и 65,1%, соответственно [184]. 
При криоконсервации спермы остроносого 
осетра (A. oxyrhynchus) по данному протоколу 
лучшую подвижность после оттаивания (81-
84%) обеспечивали финальные (после разбав-
ления) концентрации: 0,05 М глюкозы, 7,5 % 
метанола и 1.109 сперматозоидов/мл [185].

При аналогичном сравнении растворов 
глюкозы того же набора концентраций с раз-
бавителем mT в сочетании с 10% метанола при 
криоконсервации спермы белуги в подобном 
протоколе замораживания (в 0,5 мл соломин-
ках в 3 см над LN2

 в течение 5 мин) лучший 
результат был получен при использовании 0,2 
М раствора глюкозы (50% выклева по сравне-
нию с 40% для mT). При этом эквилибрация 
суспензии сперма-среда в течение 0 или 15 
мин не влияла на выклев, но он резко падал 
при эквилибрации в течение 30 мин [186]. При 
сравнении 0,2 М растворов мальтозы, лактозы 
и трегалозы в сочетании с 9% метанола в том 
же протоколе при криоконсервации спермы 
белуги и персидского осетра не выявлено вли-
яния типа дисахарида на подвижность размо-
роженной спермы. Этот показатель не менялся  
в течение 30 мин хранения после оттаивания,  
но резко падал после 60 мин хранения [187].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Как показывает представленный обзор пу-

бликаций двух последних десятилетий, техноло-
гии криоконсервации спермы разрабатывались 
для большинства видов осетрообразных рыб, 
обитающих в Европе, Азии и Северной Амери-
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ке. Наиболее распространены были протоколы 
с использованием модифицированного разба-
вителя Цветковой (30 мМ трис-буферного рас-
твора с 23,4 мМ сахарозы и 0,25 мМ KCl, рН 8.0)  
с ДМСО или метанолом и быстрого заморажи-
вания разбавленной в обычном соотношении 
1:1 спермы в соломинках объемом 0,25 или 
0,5 мл на полистироловой рамке толщиной 3-4 
см, плавающей на поверхности LN

2
 в течение 

3-10 мин с последующим погружением. Сре-
ди известных проникающих криопротекторов 
метанол был наиболее эффективен для кри-
озащиты клеток и сохранения ими высокой 
оплодотворяющей способности после оттаи-
вания. Показано, что все еще применяющий-
ся ДМСО обеспечивает меньшую сохранность 
сперматозоидов, более токсичен и способен 
вызывать преждевременную акросомную ре-
акцию при оплодотворении икры криоконсер-
вированной спермой. Отмечалось, что сперма, 
замороженная с метанолом, была наиболее 
устойчива к окислительному стрессу и не об-
наруживала различия в повреждении ДНК со 
свежей спермой. На современном этапе приме-
нялись и другие протоколы криоконсервации 
спермы осетрообразных рыб с использованием 
трис-буферных и водно-солевых разбавителей  
(в частности, различных вариантов среды 
Штайна) и трехэтапных режимов заморажи-
вания спермы в пробирках объемом 0,5-2 мл. 
Перспективными представляются протоколы 
с использованием простых по составу крио-
защитных сред на основе водных растворов 
сахаров с метанолом, обеспечивающие сохра-
нение оплодотворяющей способности крио-
консервированной спермы на уровне натив-
ной. Полезным было добавление в такие среды 
солей калия, некоторых аминокислот, ами-
дов, антиоксидантов и антифризных белков.  
Рекомендовано применение сред, изоосмотич-
ных семенной плазме конкретных видов рыб. 
При необходимости криоконсервирования 
больших объемов спермы для последующего 
использования в аквакультуре целесообразным 
представляется ее замораживание в пробирках 
объемом 1,5 мл с поэтапным регулировани-
ем скорости охлаждения. Для оценки качества 
нативной и криоконсервированной спермы, 
а также эффективности протокола в целом, 
наиболее часто использовался анализ пара-
метров подвижности клеток с помощью CASA 
(computer-assisted semen analysis). Отмечалось, 
что подвижность нативной спермы имеет огра-
ниченную пригодность для прогнозирования 
успеха криоконсервации, поэтому необходим 
поиск новых маркеров. Для прогнозирования 
успеха оплодотворения икры также не пригод-
ны ни подвижность, ни выживаемость разморо-

женной спермы. Часто наблюдаемое отсутствие 
корреляции между подвижностью, процентом 
оплодотворения икры и выклевом личинок 
указывало на необходимость оценки эффек-
тивности криоконсервации только по выклеву. 
Для успешного оплодотворения рекомендова-
лось увеличение количества размороженной 
спермы по сравнению со свежей и снижение 
степени ее разбавления водой. Активно ис-
следовались причины снижения подвижности  
и оплодотворяющей способности клеток после 
криоконсервации. Пониженная подвижность 
сперматозоидов после оттаивания может вы-
зываться механическими повреждениями мем-
бран и хвоста, снижением содержания АТФ, 
окислительным стрессом. Индикаторами по-
вреждений могут служить энзимы, вытекающие 
из клеток после замораживания и оттаивания. 
Лактатдегидрогеназа и кислая фосфатаза мо-
гут быть маркерами повреждений плазмалем-
мы и средней части. Повреждения акросомы 
могут оцениваться путем мониторинга актив-
ности акрозина, арилсульфатазы и β-N-ацетил-
глюкозаминидазы. Начато активное изучение 
изменений протеома криоконсервированной 
спермы. Разработан метод оценки степени по-
вреждения клеток в криоконсервированной 
сперме, основанный на интенсивности свобод-
норадикальных реакций. Осуществлен диспер-
мный и гаплоидный андрогенез у осетровых 
рыб, открывающий, в сочетании с криоконсер-
вацией, новые возможности для восстановле-
ния исчезающих видов. Показана возможность 
криоконсервации тестикулярной спермы, ко-
торая может быть получена из семенников 
погибших самцов. Проводилось успешное по-
лучение промышленных партий эмбрионов  
с использованием криоконсервированной спер-
мы. Показано, что полученное потомство имело 
нормальное эмбриональное и постэмбриональ-
ное развитие. Однако обнаружена опасность 
отбора жизнеспособных «криоэмбрионов» и 
увеличения доли некоторых гетерозигот у по-
томства, что указывает на необходимость из-
учения влияния методик криоконсервации на 
генофонд. Сформированы коллекции спермы 
осетрообразных рыб в криобанках.
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