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РЕФЕРАТ 
В репродуктивных технологиях, используемых в животноводстве, 
применение лиофилизированного семени возможно только с помо-
щью технологии ИКСИ, ввиду полной потери подвижности спер-
матозоидов. Однако, особенности анатомического строения и раз-
вития яйцеклетки птиц не позволяют применять данную техноло-
гию. Стратегии, направленные на сохранение кинетического аппа-

рата лиофилизированных сперматозоидов, являются наиболее актуальными для птиц. 
Повышение митохондриальной активности клеток ввиду ее связи с энергетическим об-
меном и подвижностью сперматозоидов может являться одним из путей решения данной 
проблемы. Однако, подобных исследований по по лиофилизированному семени птиц до 
сих пор не было проведено. В представленном исследовании оценивалось влияние мито-
хондриально-направленного антиоксиданта Mito-TEMPO на жизнеспособность, мем-
бранный потенциал митохондрий и генерацию внутриклеточного пероксида водорода 
сперматозоидами петухов в цикле криоконсервации и лиофилизации. Доля клеток с ин-
тактной плазматической мембраной в лиофилизированной сперме была выше при ис-
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пользовании разбавителей, содержащих антиоксидант. Добавление Mito-TEMPO в кон-
центрации 40 µМ к разбавителям Т-20 и Т-30 для целей криоконсервации семени с по-
следующей лиофильной сушкой, позволило увеличить долю клеток с интактной плазма-
тической мембраной в лиофилизированном семени в сравнении с контрольными разба-
вителями (6,12±0,11% против 10,19±0,46% и 13,19±1,30% против 15,23±1,13% соответ-
ственно, p˂0,05).  Эффективная концентрация Mito-TEMPO в разбавителях, предназна-
ченных только для криоконсервации семени, была значительно ниже – 5 µМ. Доля кле-
ток с интактной плазматической мембраной составила 47,97±0,64% против 55,85±1,69% 
и 47,25±2,97% против 63,21±1,78%, соответственно, p˂0,05. Доказан дозозависимый 
эффект трегалозы в составе криозащитных разбавителей. 

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
Лиофилизация спермы, как и криокон-

сервация, является методом сохранения 
генетических ресурсов сельскохозяй-
ственных животных. Успешные опыты по 
использованию лиофилизированного се-
мени в репродуктивных технологиях жи-
вотных показали возможность альтерна-
тивного хранения генетического материа-
ла. Однако использование лиофилизиро-
ванного семени подразумевает примене-
ние технологии ИКСИ 
(интрацитоплазматическая инъекция 
сперматозоида), поскольку достичь при-
емлемого уровня общей подвижности 
спермы для искусственного осеменения 
пока не удалось. При этом большинство 
исследователей сходятся на том, что кри-
консервация и лиофилизация не оказыва-
ет значимого влияния на степень фраг-
ментации ДНК [1, 2], что также является 
одной из причин использования ИКСИ.  

Функциональный статус лиофилизи-
рованных сперматозоидов после регидра-
ции в огромной степени зависит от этапа 
замораживания, предшествующего лио-
фильной сушке. Подходы, применяемые 
для улучшения характеристик замороже-
но/оттаянной спермы справедливы и для 
повышения доли функциональных спер-
матозоидов после лиофилизации. Процесс 
криоконсервации способен индуцировать 
образование избыточного количества ак-
тивных форм кислорода (АФК), превыша-
ющих антиоксидантную емкость клеток. 
Свободные радикалы и перекиси повре-
ждают структуру белков, провоцируют 
перекисное окисление липидов плазмати-
ческих мембран и изменяют функцио-
нальный статус митохондрий.  

Деструктивное влияние АФК на ре-
продуктивные клетки разных видов сель-
скохозяйственных животных не одинако-
во. Данные различия объясняются морфо-
логическими особенностями сперматозо-
идов, липидным составом плазматиче-
ских мембран, в частности соотношением 
холестерин/фосфолипиды [3]. Высокое 
содержание полиненасыщенных жирных 
кислот (ПНЖК) в плазматических мем-
бранах сперматозоидов делает их уязви-
мыми к окислительному стрессу за счет 
процесса липопероксидации, когда в при-
сутствии АФК ПНЖК легко подвергают-
ся перекисному окислению. Данная осо-
бенность характерна для спермы птиц и 
является одной из причин низкой общей 
активности заморожено/оттаянного семе-
ни петухов [4]. Поэтому использование 
экзогенных антиоксидантов в разбавите-
лях для спермы птиц является перспек-
тивным направлением для улучшения 
характеристик как охлажденной, так и 
оттаянной спермы. 

В последние годы использование ми-
тохондриально-направленных антиокси-
дантов показало свою эффективность, 
однако исследований на сперме живот-
ных пока что не так много. Mito-TEMPO - 
специфичный для митохондрий антиокси-
дант, миметик супероксиддисмутазы, 
связывающийся с супероксидом и ал-
кильными радикалами, проницаемый для 
клеточных мембран и селективно дей-
ствующий в митохондриях клеток. В ис-
следовании X. Lu et al. (2018) он показал 
способность снижать повреждения спер-
матозоидов, вызванные окислительным 
стрессом, и повышать качественные пока-
затели семени после оттаивания [5]. В 
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исследовании Masoudi R. et al. (2020) до-
бавление Mito-TEMPO в среду для хране-
ния спермы петухов в охлажденном виде 
позволило сохранить приемлемые показа-
тели качества за счет сохранения мито-
хондриальной активности [6]. Эти же ис-
следователи в другой работе показали, 
что добавление в среду для криоконсерва-
ции Mito-TEMPO приводило также к со-
хранению показателей качества и оплодо-
творяющей способности заморожено/
оттаянного семени петухов [7]. Сходные 
исследования опубликованы и по другим 
видам сельскохозяйственных животных 
[8], и все исследователи сходятся на том, 
что данный антиоксидант оказывает по-
ложительное влияние на характеристики 
как нативной, так и оттаянной спермы. 
Однако нет исследований, в которых ис-
пользовался бы данный подход для ниве-
лирования деструктивного влияния про-
цесса лиофилизации спермы.  

Целью нашего исследования было 
определить возможность повышения ми-
тохондриальной активности и целостно-
сти плазматических мембран сперматозо-

идов петухов после цикла криоконсерва-
ции и лиофилизации путем добавления в 
криозащитный разбавитель Mito-TEMPO 
в различных концентрациях, а также оце-
нить дозозависимый эффект трегалозы в 
составе разбавителя на эти показатели. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS 

Сперму, полученную от петухов поро-
ды царскосельская (n = 20) в возрасте 42–
44 недель, «Генетическая коллекция ред-
ких и исчезающих пород кур», ВНИИ-
ГРЖ, оценивали в лабораторных услови-
ях с помощью фотометрических и микро-
скопических методов. Критериями отбора 
нативной спермы являлись следующие 
параметры: общая подвижность не менее 
80%, объем не менее 0,1 мл, концентра-
ция сперматозоидов не ниже 1,5 млрд/мл. 

Оцененные эякуляты смешивали в 
один кластер и делили на аликвоты в со-
ответствии с экспериментальными груп-
пами. В качестве контроля использова-
лись среды для криконсервации «Т-20» и 
«Т-30» без добавления антиоксиданта 
[9,10], (Таблица 1).  

Таблица 1 – Состав контрольных сред для криоконсервации спермы петухов 

Состав среды T-20 T-30 

Глутамат натрия, г 1,92 (114 мМ) 1,92 (114 мМ) 

Фруктоза, г 0,64 (36 мМ) 0,56 (31 мМ) 

Ацетат калия, г 0,5 (5 мМ) 0,5 (5 мМ) 

Поливинилпирролидон, г 0,3 (8,3 мМ) 0,3 (8,3 мМ) 

Протамина сульфат, г 0,032 (3,27 мМ) 0,032 (3,27 мМ) 

Трегалоза, г 0,326 (9,5 мМ) 0,459 (13,4 мМ) 

Дистиллированная вода, мл 100 100 

Экспериментальные разбавители 
представляли собой контроль с добавле-
нием Mito-TEMPO в концентрациях 5 µМ 
и 40 µМ. Разбавители добавляли к алик-
вотам спермы в соотношении 1:1 и поме-
щали в холодильную камеру (t = 5 °С) для 
эквилибрации на 40 мин. После этого об-
разцы семени объемом 0,5 мл центрифу-
гировали на скоростной центрифуге LX-
165T2R (Haier Biomedical, 2022г.), при 5 °
С 1500 об/мин (214g), 10 мин и удаляли 

надосадочную жидкость (170 мкл). Полу-
ченные образцы равномерно распределя-
ли по стенкам пенициллиновых флако-
нов, и размещали в специальный штатив. 
Вращение в парах жидкого азота (t =-80 °
С) проводили в течение одной минуты. 
По истечении данного времени флаконы 
опускали в жидкий азот. Оттаивание 
криоконсервированных образцов спермы 
осуществлялось в водяной бане (60 °С). 
Для лиофилизации образцов криоконсер-

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D0%BE%D0%BB%D0%B8%D0%B2%D0%B8%D0%BD%D0%B8%D0%BB%D0%BF%D0%B8%D1%80%D1%80%D0%BE%D0%BB%D0%B8%D0%B4%D0%BE%D0%BD
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вированной спермы использовали субли-
мационную сушилку (TFD-8501, ilShinbi-
obase Co., Ltd, Корея). Флаконы с семе-
нем размещали в термоизоляционный 
футляр, стартовая температура образцов 
составила -150 °С, скорость повышения 
температуры образцов – 0,9 °С/мин. Рабо-
чее давление вакуума в 5 мТорр достига-
лось за 12 мин. Образцы спермы лиофи-
лизировали в течение 3 часов. 

Регидратация семени 
 После лиофилизации проводили ре-

гидратацию лиофилизированного семени 
при комнатной температуре небольшими 
каплями средой LCM-GA5 (40 
мг гиалуроновой кислоты на 100 мл 
LCM) и в течение 5 мин доводили до ис-
ходного объема спермы 0,5 мл  [11]. 

Оценка состояния плазматических 
мембран сперматозоидов 

Анализ состояния плазматических 
мембран сперматозоидов определяли с 
помощью флуорохрома – пропидия йодид 
(PI), Sigma – Aldrich, США. Метод оценки 
основывается на свойстве PI прочно свя-
зываться с молекулой ДНК и при этом не 
проникать в клетки с интактной плазма-
тической мембраной. Суспензию клеток 
дважды отмывали, доводили до концен-
трации 3 х 106/мл сперматозоидов, и до-
бавляли PI до конечной концентрации 1 
µМ. Оценка образцов проводилась на 
проточном цитометре Cytoflex (Beckman 
Coulter, Inc.). 

Оценка мембранного потенциала 
митохондрий 

Для окрашивания митохондрий в клет-
ках использовали тетраметилродамин 
(TMRE), Sigma – Aldrich, США. Плазма-
тическая мембрана клеток проницаема 
для данного красителя, что позволяет ему 
проникая в клетку, селективно накапли-
ваться в митохондриях и удерживаться 
только в интактных митохондриях благо-
даря трансмембранному потенциалу. 
Влияние внешних факторов, уменьшаю-
щих трансмембранный потенциал, харак-
теризуется снижением накопления краси-
теля и, как следствие, снижением интен-
сивности флуоресценции. Суспензию 
клеток дважды отмывали, доводили до 

концентрации 3 х 106/мл сперматозоидов 
и добавляли TMRE до конечной концен-
трации 1 мкМ. Образцы размещали в тем-
ном месте на 20 мин, при комнатной тем-
пературе, после чего производилась двой-
ная отмывка образцов (1200 об. / мин. в 
течение 7 мин.) и оценка на проточном 
цитометре Cytoflex (Beckman Coulter, 
Inc.). 

Оценка уровня АФК 
(внутриклеточного пероксида водорода) 

Для детектирования внутриклеточного 
пероксида водорода использовали флуо-
рохром – 2,7 - дихлорфлуоресцеина диа-
цетат (DCFH-DA), Sigma – Aldrich, США. 
Этот краситель проницаем для плазмати-
ческих мембран клеток и при связывании 
с H2O2, позволяет детектировать это со-
единение, путем оценки флуоресценции 
клеток. Суспензию клеток дважды отмы-
вали, доводили до концентрации 3 х 106/
мл сперматозоидов и добавляли DCFH-
DA до конечной концентрации 4 µМ. Об-
разцы размещали в темном месте на 20 
мин, при комнатной температуре, после 
чего производилась двойная отмывка об-
разцов (1200 об. / мин. в течение 7 мин) и 
оценка на проточном цитометре Cytoflex 
(Beckman Coulter, Inc.). 

Статистика 
Для статистической обработки данных 

использовали приложения Micrisoft Excel 
2021 и Statistica 7.0. Данные в работе 
представлены в виде средних значений 
(М) и стандартных ошибок средних 
(SEM). Различия оценивали по t – крите-
рию Стьюдента и считали достоверными 
при p <0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
 Первым этапом нашего исследования 

после получения и оценки нативных эяку-
лятов была криоконсервация образцов 
спермы с контрольными и эксперимен-
тальными разбавителями (Таблица 1). 
Доля клеток с интактной плазматической 
мембраной, в зависимости от состава раз-
бавителя, находилась в пределах от 
47,25% до 63,21%, коэффициент вариа-
ции при этом составил 13,15%. Разбавите-
ли Т-20 и Т-30, не содержащие в своем 
составе антиоксиданты, показали мень-



Международный вестник ветеринарии, № 4, 2023г. 

 

374  

шие результаты – 47,97% и 47,25% соот-
ветственно. В экспериментальных разба-
вителях средняя доля клеток с интактной 
плазматической мембраной была значи-
тельно выше и составила 53,25 %. Доля 
клеток, содержащих активные митохон-
дрии, находилась в   пределах от 58,7% до 
74,31, коэффициент вариации составил 
8,56%. Наилучшие показатели также бы-

ли получены при использовании экспери-
ментальных разбавителей (Таблица 2). 
Полученные данные подтверждаются 
работами других исследователей и свиде-
тельствуют как о положительном влиянии 
Mito-TEMPO на долю активных митохон-
дрий, так и о взаимосвязи митохондри-
альной активности и жизнеспособности 
клеток в цикле криоконсервации [5,6,7,8]. 

Таблица 2 – Митохондриальная активность, целостность плазматических  
мембран и уровень генерации внутриклеточного пероксида водорода  
сперматозоидов петухов в цикле криоконсервации и лиофилизации 

 Метод сохранения спермы и 

группы с разным составом  

разбавителя 

Клетки с интактной 

плазматической 

мембраной, % 

Внутриклеточ-

ный H2O2, % 

Высокий мембран-

ный потенциал  

митохондрий, % 

Криоконсервация 

T20 47,97a±0,64 15,51m±1,64 66,99s±3,19 

T20MQ5 55,85b±1,69 26,75n±3,09 74,31t±2,51 

T20MQ40 47,86c±6,38 18,02o±2,68 61,77u±0,84 

Т30 47,25d±2,97 4,62p±1,45 67,99v±4,33 

Т30MQ5 63,21e±1,78 13,64q±6,55 70,58w±7,01 

T30MQ40 46,15f±11,60 12,16r±3,67 58,70x±2,34 

Лиофилизация 

T20 6,12A±0,11 3,63M±1,01 1,54S±0,07 

T20MQ5 8,60B±0,36 2,90N±0,89 1,97T±0,13 

T20MQ40 10,19C±0,46 2,39O±0,07 3,70U±1,54 

T30 13,19D±1,30 1,87P±0,25 1,53V±0,02 

T30MQ5 15,83E±3,01 3,77Q±2,20 2,75W±0,01 

T30MQ40 15,23F±1,13 5,92R±4,09 4,67X±0,89 

Данные представлены в виде M±SEM. ab, ae, ec, dc, pm, pn, po, pr, AB, AC, AD, AE, 
AF, BF, BD, ST, SW, SX, XV, XT, XS, WT, WV – p ˂ 0,05 

Полученные данные по качественным 
показателям лиофилизированных сперма-
тозоидов с учетом состава используемых 
разбавителей свидетельствуют, в целом, о 
значительном снижении этих показателей 
(Табл. 2). При этом различия от использо-
вания контрольных и экспериментальных 
разбавителей были уже более явными. 
Доля клеток с интактной плазматической 
мембраной находилась в пределах от 
6,12% до 15,83%, коэффициент вариации 
данного показателя составил 33,51%. 
Стоит отметить, что в отличие от полу-
ченных нами данных, большинство ис-
следований по лиофилизации спермы 
животных констатируют долю спермато-
зоидов с поврежденной плазматической 

мембраной на уровне 99-100% 
[2,12,13,14], что доказывает преимуще-
ства разработанного нами протокола лио-
фильной сушки сперматозоидов петухов 
и эффективность использования митохон-
дриально-направленных антиоксидантов 
в составе разбавителей. О возможности 
сохранения функциональной способности 
лиофилизированных сперматозоидов 
птиц свидетельствует и наличие клеток с 
высоким митохондриальным потенциа-
лом, их доля находилась в пределах от 
1,53% до 4,67%, коэффициент вариации – 
47,39%. Высокий показатель вариабель-
ности по этому показателю при использо-
вании разных концентраций Mito-TEMPO 
в составе разбавителя говорит о большом 
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влиянии митохондриального антиокси-
данта на активность митохондрий в цикле 
лиофилизации спермы. Поскольку воз-
можности сперматозоидов многих видов 
животных и птицы синтезировать антиок-
сиданты ограничена, большая их часть 
содержится в семенной плазме и в основ-
ном состоит из ферментов [15,16]. Цикл 
криоконсервации и лиофилизации инду-
цирует образование избыточного количе-
ства АФК подавляя работу этих клеточ-
ных защитных механизмов [17].  

 При оценке всего массива полученных 
данных по показателям митохондриаль-
ной активности клеток и доли клеток с 
интактной плазматической мембраной 
был рассчитан коэффициент корреляции 
– 0,96 (p˂0,001). Возможное объяснение 
данной взаимосвязи лежит в деструктив-
ном влиянии процесса криоконсервации и 
лиофилизации на митохондрии клеток, 
которое, в свою очередь, приводит к 
нарушению или даже полному прерыва-
нию митохондриальной дыхательной це-
пи. Это прерывание провоцирует восста-
новление кислорода с образованием вме-
сто молекул воды промежуточных моле-
кул, таких как анион супероксида, гид-
роксильный радикал и пероксид водоро-
да. А особенности биохимического соста-
ва плазматических мембран сперматозои-
дов петухов, которые содержат большое 
количество ПНЖК, делают их восприим-
чивыми к процессу окисления [4, 15].  

В настоящий момент невосстанавлива-
ющие дисахариды широко используются 
в качестве лиопротекторов при лиофили-
зации белков и липосомальных систем, а 
также при криоконсервации репродуктив-
ных клеток в роли криопротекторов. Тре-
галоза, дисахарид, который является ча-
стично проникающим для клеточных 
мембран, оказывает защитное действие, 
связанное с осмотическим эффектом, спе-
цифическим взаимодействием с мембран-
ными фосфолипидами и уменьшением 
количества повреждений клеток в резуль-
тате кристаллизации льда [9,10,18]   

 По результатам проточной цитомет-
рии была выявлена достоверная разница 
между долей клеток с интактной плазма-

тической мембраной и высоким митохон-
дриальным потенциалом в лиофилизиро-
ванной и сперме при использовании раз-
бавителей, в которых часть моносахари-
дов была заменена дисахаридом трегало-
зой в концентрации 13,4 мМ, в отличие от 
разбавителей с добавлением 9,5 мМ тре-
галозы. Достоверная разница между пока-
зателями наблюдалась как в контроль-
ных, так и в экспериментальных образцах 
криоконсервированного и лиофилизиро-
ванного семени (Таблица 2). 

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
По результатам проведенных исследо-

ваний, повышение митохондриальной 
активности сперматозоидов за счет добав-
ления экзогенного антиоксиданта Mito-
TEMPO в разбавитель для семени пету-
хов, действие которого направлено на 
повышение этого показателя, показало 
свою эффективность в его улучшении. 
Доля клеток с интактной плазматической 
мембраной в лиофилизированном семени 
также была выше при использовании раз-
бавителей, содержащих антиоксидант. 
Добавление Mito-TEMPO в концентрации 
40 µМ к разбавителю позволило улуч-
шить показатели лиофилизированной 
спермы в сравнении с контрольными 
группами, однако стоит сказать, что для 
криоконсервированной спермы концен-
трация в 5 µМ была более эффективной. 

Достоверная корреляция между долей 
сперматозоидов с интактными плазмати-
ческими мембранами и высоким мем-
бранным потенциалом митохондрий в 
клетках может говорить о комплексном 
воздействии антиоксиданта, и указывает 
на перспективность стратегии повышения 
показателей лиофилизированной спермы 
для дальнейшего использования в искус-
ственном осеменении, путем сохранения 
высокого мембранного потенциала мито-
хондрий. Использование разбавителей 
для криоконсервации и лиофилизации с 
добавлением невосстанавливающего ди-
сахарида трегалозы, доказало ее эффек-
тивность в повышении мембранного по-
тенциала митохондрий и сохранении це-
лостности плазматических мембран отта-
янной и лиофилизированной спермы пе-
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тухов. Сравнение показателей лиофили-
зированного семени, выявило, что ис-
пользование разбавителей, в которых 
часть моносахаридов была заменена диса-
харидом трегалозой в концентрации 13,4 
мМ, показывали большую долю клеток с 
интактной плазматической мембраной и 
долю клеток с высоким митохондриаль-
ным потенциалом. Модернизация состава 
сред и использование трегалозы в каче-
стве лиопротектора можно является эф-
фективным направлением для сохранения 
жизнеспособных сперматозоидов петухов 
в состоянии ангидробиоза. 
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ABSTRACT 
In reproductive technologies applied in 

animal husbandry, using lyophilized semen 
is only possible with ICSI technology, due to 
complete loss sperm motility. However, the 
anatomical structure’s peculiarities and de-
velopment of avian oocyte not allows use 
this technology. Strategies aimed at preserv-
ing kinetic apparatus of lyophilized sperm 
are the most relevant for birds. Increasing 

mitochondrial activity of cells due to its con-
nection with energy metabolism and sperm 
motility may be one of the ways to solve this 
problem. However, similar studies on freeze-
dried bird semen haven’t been conducted on 
this moment. The present study assessed 
effect of mitochondria-targeted antioxidant 
Mito-TEMPO on viability, mitochondria’s 
membrane potential and generation of intra-
cellular hydrogen peroxide by rooster sper-
matozoa in a cryopreservation and lyophi-
lization cycle. Proportion of cells with intact 
plasma membrane in lyophilized semen was 
higher using extenders containing an antioxi-
dant. Addition of Mito-TEMPO at concen-
tration of 40 µM to diluents T-20 and T-30 
for the purpose of cryopreservation of semen 
with subsequent freeze-drying allowed to 
increase proportion of cells with intact plas-
ma membrane in lyophilized semen in com-
parison to control diluents (6.12 ± 0.11 % 
versus 10.19±0.46% and 13.19±1.30% ver-
sus 15.23±1.13%, respectively, p˂0.05). 
Effective concentration of Mito-TEMPO in 
diluents intended only for semen cryopreser-
vation was significantly lower - 5 µM. Pro-
portion of cells with intact plasma membrane 
was 47,97±0,64% versus 55,85±1,69% and 
47,25±2,97% versus 63,21±1,78%, respec-
tively, p˂0, 05. Dose-dependent effect of 
trehalose in cryoprotective diluents has been 
proven. 
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