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РЕФЕРАТ 
Особенности строения плазматических мембран сперматозоидов 
птиц делает их более чувствительными, по сравнению с таковыми 
млекопитающих, к низкотемпературному стрессу. Качественный и 
количественный состав липидов мембран может стать определяю-
щим фактором при разработке новых эффективных составов крио-

защитных сред. Целью исследования было определить липидный состав плазматических 
мембран нативных сперматозоидов петухов, содержание углеводов и полиолов в составе 
их цитозоля, а также динамические изменения липидома мембран и состава цитозоля в 
процессе криоконсервации в зависимости от состава криозащитной среды. Исследова-
ния проведены на петухах породы род-айланд (n=10), определяли общую и прогрессив-
ную подвижность сперматозоидов, поврежденность мембран. Замораживание и оттаива-
ние семени осуществлялось по fast-протоколам. Для определения липидного состава 
плазматических мембран сперматозоидов и состава их цитозоля использовали метод 
хроматографического анализа. В составе мембран нативных сперматозоидов идентифи-
цировали: фософолипиды, гликолилпиды и нейтральные липиды, представленные фос-
фатидилэталомином, фосфатидилсерином, фосфатидилхолином, сфингомиелином и сте-
ролом. Показано изменение соотношения между мембранными липидами внутреннего и 
наружного слоев плазматической мембраны сперматозоидов петухов в процессе крио-
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консервации. У нативных сперматозоидов это соотношение составило 41,2% и 39,4% 
соответственно, у оттаянных сперматозоидов при использовании среды ЛКС-контроль – 
38,3% и 47,2% соответственно, при использовании среды ЛКС-Т20 – 40,7% и 44,5% со-
ответственно. Отмечено значительное снижение, более чем в 3 раза, общей суммы угле-
водов (фруктоза, глюкоза, трегалоза) и полиолов (глицерин, маннит, инозитол) в цитозо-
ле заморожено/оттаянных сперматозоидов при использовании криопротекторной среды 
ЛКС-контроль по сравнению со значениями нативного семени - 0,1145 мг/мл и 0,0360 
мг/мл соответственно. При использовании среды ЛКС-Т20 изменение было незначитель-
ным, и дельта составила 5,2%. Доказана эффективность использования криозащитной 
среды ЛКС-Т20, содержащей трегалозу, для поддержания в процессе замораживания/
оттаивания липидной мембранной архитектуры сперматозоидов петухов, углеводно-
полиольного состава их цитозоля и, как следствие, морфофункциональной полноценно-
сти гамет. 

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
Для совершенствования существую-

щих технологий замораживания семени 
сельскохозяйственных птиц необходимо 
понимание тонких морфологических и 
физико-химических деструктивных изме-
нений, происходящих в клетке под влия-
нием замораживания/оттаивания. Знание 
наиболее «уязвимых мест» позволит бо-
лее эффективно подбирать композицион-
ный состав криозащитных сред. Показа-
тель целостности плазматических мем-
бран сперматозоида является основным 
индикатором в определении жизнеспо-
собности семени в протоколе заморажи-
вания/оттаивания. Сперматозоиды – это 
высокоспециализированные клетки с пре-
дельно низким внутриклеточным объе-
мом цитозоля и специфическим строени-
ем плазматических мембран, липидный 
состав которых отличается высоким со-
держанием полиненасыщенных жирных 
кислот (ПНЖК), стеринов, фосфатидил-
холинов (ФХ) и сфингомиелинов (СМ), 
играющих важную роль при взаимодей-
ствии между сперматозоидами и яйце-
клеткой [1]. На основе изучения криоре-
зистентности генеративных клеток в про-
токоле замораживания/оттаивания, в ос-
новном на млекопитающих, определены 
такие критически значимые для сохране-
ния морфофункциональной полноценно-
сти факторы, как изменение состава цито-
золя сперматозоидов и липидного состава 
плазматических мембран. В соответствии 
с принципом жидкостно-мозаичной моде-
ли, который лежит в основе современной 
гипотезы строения плазматических мем-

бран, архитектоника мембран клеток 
представляет собой сложную компози-
цию, включающую в себя обширные 
классы липидов (фосфолипиды, холесте-
рин и гликолипиды) [2]. Качественный и 
количественный состав липидов мембран 
может стать определяющим фактором 
при разработке составов криозащитных 
сред на основе изучения взаимодействия 
компонентов сред с молекулами липидов 
плазматической мембраны сперматозои-
дов. Так, например, при изучении липи-
домного состава заморожено/оттаянных 
сперматозоидов у Bos taurus taurus было 
отмечено повышение концентрации сво-
бодного холестерина, свободных жирных 
кислот, триацилглицерина и эфиров холе-
стерина относительно показателей натив-
ных спермиев, и отмечена их связь со 
снижением подвижности и фертильности 
сперматозоидов в результате поврежде-
ния их мембран [3]. Сложное строение 
плазматической мембраны сперматозои-
дов петухов, липиды которой отличаются 
повышенным содержанием полиненасы-
щенных жирных кислот, делающим клет-
ку особенно восприимчивой к окисли-
тельному стрессу (в отличие от таковой 
млекопитающих), мало представлено в 
литературных источниках. 

Выбор криопротектора при разработке 
состава криозащитной среды во многом 
определяется степенью его токсичности и 
проявляющимися стабилизационными 
свойствами. Наиболее подходящими, с 
этой точки зрения, являются вещества, 
синтезируемые живыми организмами, в 
норме подвергающимися стрессовому 
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воздействию температурных факторов 
или обезвоживанию. Трегалоза, по дан-
ным многочисленных исследований, яв-
ляется в этом плане уникальным веще-
ством. В наших предыдущих исследова-
ниях представлены результаты по успеш-
ному использованию криопротекторных 
сред с содержанием трегалозы для повы-
шения оплодотворяющей способности 
заморожено/оттаянного семени петухов 
[4]. По данным Корольковой и др. (2020) 
дисахарид трегалоза в протоколе замора-
живания/оттаивания выполняет роль ста-
билизатора белков и фосфолипидов ли-
пидного бислоя клеток посредством обра-
зования водородных связей, что является 
важным механизмом обеспечения устой-
чивости липидных бислоев [5]. Опубли-
кованы исследования по моделированию 
взаимодействия трегалозы с бислоями, 
где было подтверждено образование мно-
жественных водородных связей молекул 
трегалозы с липидами модельных мем-
бран [6,7].  

       Целью исследования было опреде-
лить липидный профиль плазматических 
мембран и углеводно-полиольный состав 
цитозоля сперматозоидов петухов и их 
динамику под влиянием состава криоза-
щитной среды в процессе криоконсерва-
ции.  

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS 

Объект исследования.  Для экспери-
ментов использовали сперму петухов по-
роды красный род-айланд из Центра кол-
лективного пользования «Генетическая 
коллекция редких и исчезающих пород 
кур», ВНИИГРЖ. Экспериментальное 
поголовье содержалось в индивидуаль-
ных клетках в соответствии с утвержден-
ной технологией. Использовали эякуляты, 
полученные от петухов (n=10) в возрасте 
52-56 нед. жизни, половая нагрузка со-
ставляла 2-3 дня в неделю. Все эякуляты 
оценивали индивидуально по следующим 
критериям: объем (мл); концентрация 
(млрд/мл, фотометр Accuread, Великобри-
тания); общая подвижность сперматозои-
дов (%, CASA АргусСофт. Россия; Motic 
BA410E, Китай). Полученные эякуляты 

объединяли и делили на 2 части: добавля-
ли криозащитную среду 1 часть – ЛКС-
контроль [8], 2 часть – ЛКС-Т20 [9] в со-
отношении 1:1. Замораживали в гранулах 
по протоколу, описанному Станишевской 
и др. (2023) [9]. Хранили замороженное 
семя в сосудах Дьюара в течение 30 дней. 
Оттаивали с использованием щелевого 
оттаивателя при температуре 60°С 
(разработка, ВНИИГРЖ 1989). 

Оценка семени. Объединенные и замо-
рожено/оттаянные эякуляты оценивали 
по жизнеспособности (%, окрашивание 
эозин/нигрозин [10], 3 повторности), по-
врежденность акросом (%, окрашивание 
Кумасси синий R250 [11], 3 повторности), 
общую и прогрессивную подвижность 
сперматозоидов (%, CASA ПО Аргус-
Софт, СПб, Россия, 2020, Motic BA410E, 
Китай, 2019). 

Образцы семени для хроматографии. 
Эякуляты объединяли, объединенный 
объем семени составлял не менее 10-12 
мл, делили на 3 части и разбавляли: 1 – 
нативное неразбавленное, 2 – ЛКС-
контроль, 3 – ЛКС-Т20 в соотношении 
1:1. Охлаждали до температуры 5ºС; цен-
трифугировали 10 мин х 3000 об/мин. 
Удаляли надосадочную жидкость, промы-
вали 0,9% HCl, процедуру повторяли три-
жды. Конечный центрифугат семени со-
бирали на капроновый фильтр и осаждали 
еще 30 минут. Образцы центрифугатов и 
надосадочной жидкости замораживали и 
хранили при -25°С.  

Анализ растворимых углеводов цито-
золя и мембранных липидов сперматозои-
дов. Липиды и углеводы анализировали, 
как описано ранее [9,12]. 

Статистические методы. Для ста-
тистической обработки использовали 
пакет средств анализа данных MS Excel 
2013 (США), данные представленыв виде 
MEAN± SE. Различия считали значимыми 
при p <0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS   
Процесс замораживания/оттаивания 

оказывает значительное негативное влия-
ние на морфофункциональные показатели 
сперматозоидов, что выражается в сниже-
нии показателей подвижности почти в 2 
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раза. При этом количество сперматозои-
дов с поврежденной мембраной после 
оттаивания увеличилось с 9,6% до 62,0%, 
а поврежденность акросом – с 0,7% до 
61,9 % (таблица 1).  

Состав криозащитной среды не оказал 
значимого влияния на показатели общей 
и прогрессивной подвижности оттаянных 
сперматозоидов петухов. Однако, трега-
лоза в концентрации 9,5mM в составе 
разбавителя ЛКС-Т20 позволила досто-
верно (p <0,05) снизить уровень повре-
жденности плазматических мембран за-

морожено/оттаянных сперматозоидов и 
снизить показатель поврежденности акро-
сом сперматозоидов на 3,1% (таблица 1). 

Для определения состава липидов 
плазматических мембран нативных и за-
морожено/оттаянных сперматозоидов и 
его динамики был проведен хроматогра-
фический анализ. В качестве основных 
липидов плазматических мембран спер-
матозоидов идентифицировали фософо-
липиды, гликолилипиды и нейтральные 
липиды; липидный профиль представлен 
фосфатидилэталомином, фосфатидилсе-

Таблица 1 – Показатели качества семени петухов до  
и после замораживания (n♂=10) 

Показатели оценки объединенных  
эякулятов 

Нативное 
семя 

Заморожено/оттаянное 

ЛКС-
контроль 

ЛКС-Т20 

Общая подвижность, % 86,3±0,04 42.7±0,7 43,2±1,1 
Прогрессивная подвижность, % 65,7±0,14 24,3±2,6 27,6±2,1 

Поврежденность мембран, % 9,6±0,01 62,0 a ±7,7 57,8b ±1,7 
Поврежденность акросом, % 0,7 ±0,01 61,9±6,1 58,8±3,2 

a.bp <0,05 

Таблица 2 – Состав липидов плазматических мембран нативных  
и заморожено/оттаянных сперматозоидов петухов 

Липидный состав мембран сперматозои-
дов 

Нативная 
сперма 

Оттаянная сперма 

ЛКС-
контроль 

ЛКС-Т20 

  % от сухой биомассы 

фосфатидилэталомин (ФЭ) 3,5 4,1 2,0 

фосфатидилсерин (ФС) 2,3 3,8 2,0 

фосфатидилхолин (ФХ) 4,2 6,7 2,9 

сфингомиелин (СМ) 1,3 3,1 1,4 

гликолипид (ГЛ) 0,3 0,3 0,1 

кардиолипин (КЛ) 0,1 0,1 0,0 

сульфогликолипид (СФЛ) 0,5 0,5 0,3 

стерол (СТ) 1,9 2,1 1,0 

  % от Σ липидов 

фосфатидилэталомин (ФЭ) 24,8 20,0 20,6 

фосфатидилсерин (ФС) 16,4 18,3 20,1 

фосфатидилхолин (ФХ) 30,0 32,2 30,3 

сфингомиелин (СМ) 9,4 15,0 14,1 

гликолипид (ГЛ) 2,0 1,2 1,4 

кардиолипин (КЛ) 0,4 0,4 0,0 

сульфогликолипид (СФЛ) 3,5 2,6 2,7 

стерол (СТ) 13,5 10,4 10,7 
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рином, фосфатидилхолином, сфингомие-
лином и стеролом.  

Ответом на стресс, вызванный прото-
колом замораживания/оттаивания, явля-
ется перестройка мембранных связей 
сперматозоидов за счет изменения соот-
ношения не только основных (ФЭ, ФС, 
ФХ, СМ и СТ), но и изменения минорных 
липидов (ГЛ, КЛ, СГЛ). Известно, что 
изменения в соотношении глицерин-
фосфолипид-холестерин играют суще-
ственную роль в саморегуляции мембран 
сперматозоидов, связанной с криотоле-
рантностью [13, 14]. Соотношение липи-
дов плазматических мембран может быть 
постулатом для общей основы прогнози-
руемых криоповреждений сперматозои-
дов. 

Липиды, относящиеся, по литератур-
ным данным, к внутреннему слою плаз-
матической мембраны – фосфатилилсе-
рин и фосфатидилэталомин, у спермато-
зоидов нативного семени суммарно соста-
вили 41,2% от общего количества липи-
дов, а липиды наружного слоя – фосфати-
дилхолин и сфингомиелин – 39,4% 
(таблица 2). В протоколе замораживания/
оттаивания (среда ЛКС-контроль) этот 
показатель составил 38,3% и 47,2% соот-
ветственно. Таким образом, показано из-
менение соотношения между мембранны-
ми липидами внутреннего и наружного 
слоев под влиянием протокола заморажи-
вания/оттаивания. При использовании 
криопротекторной среды ЛКС-Т20 это 
соотношение составляло 40,7% и 44,5% 
соответственно. Нами отмечено, что 
наиболее значимое влияние протокола 
замораживания/оттаивания сперматозои-
дов было оказано на липиды, относящие-
ся к внешнему слою плазматической мем-
браны, но это изменение было менее вы-
ражено при использовании криозащитной 
среды ЛКС-Т20, содержащей дисахарид 
трегалозу. Таким образом, было получено 
объяснение экзоцеллюлярного действия 
трегалозы в протоколе криоконсервации 
сперматозоидов петухов. Кроме того, бы-
ло установлено изменение соотношения 
холестерин/фосфолипиды в составе плаз-
матических мембран под влиянием про-

цесса криоконсервации. Это соотношение 
в плазматических мембранах сперматозо-
идов нативного семени составляло 0,166, 
а после деконсервации – 0,121 и 0,126 в 
зависимости от состава криопротектор-
ной среды (ЛКС-контроль и ЛКС-Т20 
соответственно). Эти результаты согласу-
ются с результатами исследований Longo-
bardi V. et al. (2017), полученных на Buba-
lus bubalis, что низкотемпературный 
стресс индуцирует изменение соотноше-
ния холестерин-фосфолипиды в плазма-
тических мембранах сперматозоидов, 
приводящее к криокапацитации и преж-
девременной акросомной реакции в раз-
мороженных сперматозоидах [15].  

Для определения состава углеводов и 
полиолов в цитозоле сперматозоидов пе-
тухов под влиянием используемых крио-
защитных сред и протокола криоконсер-
вации, проведен хроматографический 
анализ; идентифицировали углеводы – 
фруктозу, глюкозу, трегалозу и полиолы -  
- глицерин, маннит, инозит. Были получе-
ны результаты, показывающие динамиче-
ское изменение в составе цитозоля, что 
выражалось в резком увеличении содер-
жания глицерина в расчете от общей сум-
мы углеводов и полиолов (среда ЛКС-
контроль) – почти в 8 раз, с 3,9% до 
30,8% (табл. 3).  

Отмечено значительное (более чем в 3 
раза) снижение общей суммы углеводов и 
полиолов заморожено/оттаянных сперма-
тозоидов при использовании криопротек-
торной среды ЛКС-контроль по сравне-
нию со значением нативного семени - 
0,1145 мг/мл и 0,0360 мг/мл соответствен-
но (табл. 3). При использовании криопро-
текторной среды ЛКС-Т20, содержащей 
трегалозу, это изменение составило лишь 
5,2%, по сравнению с нативным семенем. 
Было обнаружено содержание трегалозы 
в цитозоле заморожено/оттаянных спер-
матозоидов в концентрации 0,0495 мг/мл, 
что говорит о возможности транспорти-
ровки дисахарида через мембраны клет-
ки, несмотря на характеристики трегало-
зы как непроникающего криопротектор-
ного агента [16].  
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Таблица 3 – Состав углеводов и полиолов цитозоля нативных  
и заморожено/оттаянных сперматозоидов петухов породы род-айланд 

Углеводы и полиолы цитозоля 
Нативная 

сперма 

Оттаянная сперма 

ЛКС-контроль ЛКС-Т20 

мг/мл 

глицерин 0,0045 0,011 0,0095 

фруктоза 0,012 0,010 0,0275 

глюкоза 0,0005 0,001 0,0045 

маннит 0,002 0,000 0,000 

инозит 0,095 0,0135 0,0175 

трегалоза отсутствует отсутствует 0,0495 

Σ углеводов и полиолов, мг/мл 0,1145 0,0360 0,1085 

% от Σ 

глицерин 3,9 30,8 8,65 

фруктоза 59,05 27,95 25,45 

глюкоза 0,55 1,9 4,3 

маннит 2,05 1,15 0,05 

инозит 83,0 38,2 16,15 

трегалоза отсутствует отсутствует 45,4 

Рисунок 1 – Схема соотношения гликолипидов и глицерола сперматозоидов  
петухов под влиянием протокола криоконсервации семени. 
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Полученные в результате хроматогра-
фического анализа липидома мембран и 
состава цитозоля сперматозоидов данные 
(рис. 1) свидетельствуют о том, что со-
став криозащитного разбавителя оказал 
значимое влияние на соотношение глико-
липидов и глицерина в составе клеточных 
структур оттаянных сперматозоидов. Ве-
роятно, что снижение количества глико-
липидов в составе плазматической мем-
браны сперматозоидов, при использова-
нии среды ЛКС-контроль, является   ре-
зультатом их частичного разрушения, что 
вызвало резкое повышение в цитозоле 
уровня высвободившегося глицерина. 
Использование среды ЛКС-Т20 смягчает 
повреждающее действие температурного 
стресса на клеточные структуры. 

ВЫВОДЫ / CONCLUSIONS 
Определено, что под влиянием прото-

кола криоконсервации сперматозоидов 
петухов углеводно-полиольный состав 
цитозоля может быть весьма подвижен, 
как в части компонентного состава, и в 
части количественного соотношения, что 
приводит к изменению криорезистентно-
сти сперматозоидов петухов в различной 
степени, в зависимости от состава крио-
протекторных сред. В углеводном составе 
цитозоля оттаянных сперматозоидов при 
использовании среды ЛКС-Т20 отмечено 
присутствие трегалозы. Этот факт впер-
вые доказывает возможность транспорта 
молекул этого дисахарида через плазма-
тическую мембрану и перспективу ис-
пользования трегалозы в качестве крио-
протектора как экзо-, так и эндоцеллю-
лярного действия. Механизмом такого 
транспорта, вероятно, является простая 
диффузия молекул через аквапорины [17], 
поскольку трегалозе свойственна устой-
чивая связь с молекулами воды. Кроме 
того, многократное снижение содержания 
инозитола в составе цитозоля оттаянных 
сперматозоидов в 7 и 5,5 раз, в зависимо-
сти от использованного криозащитного 
разбавителя, говорит о присутствии мно-
жественных внутриклеточных окисли-
тельных реакций.  

При изучении динамики липидного 
состава плазматических мембран сперма-

тозоидов петухов в цикле замораживания/
оттаивания установлена роль состава кри-
озащитной среды в поддержании стабиль-
ности липидной мембранной архитекту-
ры. Использование новой среды, содер-
жащей трегалозу (ЛКС-Т20), обеспечива-
ет лучшую защиту липидома плазматиче-
ских мембран сперматозоидов по сравне-
нию со средой ЛКС-контроль. 
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ABSTRACT 
The structural features of the plasma 

membranes of avian sperm make them more 
sensitive, compared to those of mammals, to 
low-temperature stress. The qualitative and 
quantitative composition of membrane lipids 
can become a determining factor in the de-
velopment of new effective compositions of 
cryoprotective media. The purpose of the 
study was to determine the lipid composition 
of the plasma membranes of native rooster 
sperm, the content of carbohydrates and pol-
yols in their cytosol, as well as dynamic 
changes in the membrane lipidome and cyto-
sol composition under the influence of the 
cryopreservation protocol, depending on the 
composition of the cryoprotective medium. 
The studies were carried out on Rhode Is-
land roosters (n=10), the total and progres-
sive sperm motility and membrane damage 
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were determined. Semen freezing and thaw-
ing was carried out using fast protocols. To 
determine the lipid composition of the plas-
ma membranes of sperm and the composi-
tion of their cytosol, a chromatographic anal-
ysis method was used. The following were 
identified in the membranes of native sper-
matozoa: phospholipids, glycolyllipids and 
neutral lipids, represented by phosphatidyl-
ethalamine, phosphatidylserine, phosphati-
dylcholine, sphingomyelin and sterol. A 
change in the ratio between membrane lipids 
of the inner and outer layers of the plasma 
membrane of rooster spermatozoa under the 
influence of the cryopreservation protocol 
was shown. In native spermftozoa this ratio 
was 41.2% and 39.4%, respectively, in 
thawed sperm when using the LCM-control 
medium – 38.3% и 47.2%, respectively, 
when using the LCM-T20 medium - 40.7% 
and 44.5%, respectively. There was a signifi-
cant decrease, more than 3 times, in the total 
amount of carbohydrates (fructose, glucose, 
trehalose) and polyols (glycerol, mannitol, 
inositol) in the cytosol of frozen/thawed 
spermatozoa when using the cryoprotective 
medium LCM-control compared with the 
values of the native spermatozoa - 0 .1145 
mg/ml and 0.0360 mg/ml, respectively. 
When using the LCM-T20 medium, the 
change was insignificant and the delta was 
5.2%. The effectiveness of using cryoprotec-
tive medium LCM-T20 containing trehalose 
has been proven to maintain the lipid mem-
brane architecture of rooster spermatozoa, 
the carbohydrate-polyol composition of their 
cytosol and, as a consequence, the morpho-
functional usefulness of gametes during the 
freezing/thawing process. 
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