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РЕФЕРАТ. Целью настоящего исследования являются апробация и сравни-
тельная оценка методов морфологического исследования сперматозоидов 
баранов с использованием набора дифференцированного окрашивания Sperm 
Blue и окрашивания по Романовскому-Гимзе. Было проведено взятие и ис-
следование спермы баранов породы Дорпер. Для проведения морфологиче-
ской оценки сперматозоидов, полученные образцы (n=10) разводили в соот-
ношении 1:100 (фосфатным буферным солевым раствором PBS). Для морфо-

логической оценки сперматозоидов использовали два метода: набор дифференцирован-
ного окрашивания Sperm Blue (Microptic, экспозиция мазка в фиксаторе - 10 минут, в 
основном красителе – 18 минут) и окрашивание по Романовскому-Гимзе (экспозиция 
мазка в фиксаторе - 10 минут, в основном красителе – 20 минут). После рутинного окра-
шивания промывали мазки дистиллированной водой, высушивали и проводили микро-
скопию (увеличение с использованием объектива 100х10, иммерсионное масло) с после-
дующим ручным методом подсчета количества морфологических форм сперматозоидов 
(200 сперматозоидов в каждом образце). Согласно результатам сравнительного анализа 
окрашенных мазков, окрашивание красителем Sperm Blue позволяет провести детальное 
морфологическое исследование и определить тератозооспермические характеристики 
сперматозоидов. При окрашивании по Романовскому-Гимзе нормальные сперматозоиды 
были четко видны, вместе с тем плохо визуализировалась акросома. Стоит отметить, что 
подсчет процента нормальных сперматозоидов вручную с использованием обоих краси-
телей привел к одинаковому десятичному результату. Была обнаружена статистически 
незначимая разница в дефектах головки и хвоста между использованными красителями 
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(p = 0,41 и p = 0,77 соответственно): при окрашивании по Романовскому-Гимзе (7,8% и 
34,1%) были обнаружены данные дефекты чаще, чем Sperm Blue (6,3% и 32,9%).   Учи-
тывая полученные результаты, актуальным является использование красителя Sperm 
Blue в ветеринарной андрологии, в частности для оценки морфологии сперматозоидов 
разных видов животных с дальнейшей разработкой соответствующих протоколов в ас-
пекте длительности экспозиции самих мазков в основном красителе.  

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
Многочисленными исследованиями 

доказано, что показателем воспроизвод-
ства является фертильность как самок, 
так и самцов-производителей [3,5]. Опло-
дотворяющая способность сперматозои-
дов – явление многофакторное, морфоло-
гическая структура в котором занимает 
ключевую позицию. Так, Chenoweth P. J. 
(2005). в своей работе отмечает, что акро-
сомальные дефекты, дефекты головок и 
дефекты хвостов сперматозоидов способ-
ствуют безрезультативному оплодотворе-
нию [6]. Кроме того, исследованиями 
Peña Martínez A. I. (2004). Доказана взаи-
мосвязь низкого содержания цитоплазма-
тических капель в хвостах сперматозои-
дов и ухудшения плодовитости самцов 
[9]. В ветеринарной практике наиболее 
часто используемым инструментом ана-
лиза подвижности и морфологии сперма-
тозоидов является ручная оценка [8]. Этот 
классический подход требует времени и 
ограничен опытом практикующего специ-
алиста. На сегодняшний день основными 
универсальными красителями, имеющи-
ми широкое распространение в ветери-
нарной андрологии, являются набор 
быстрого дифференцированного окраши-
вания Diff-Quick [4,7], а также окрашива-
ние по Романовскому-Гимзе [1]. В меди-
цине также достаточно широко использу-
ется набор дифференцированного окра-
шивания сперматозоидов Sperm Blue [10]. 
В связи с этим, целью настоящего иссле-
дования является апробация и сравни-
тельная оценка методов морфологическо-
го исследования сперматозоидов баранов 
с использованием набора дифференциро-
ванного окрашивания Sperm Blue и окра-
шивания по Романовскому-Гимзе.  

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS  

Исследование было проведено в науч-
но-образовательной лаборатории по 

трансплантации эмбрионов животных на 
базе ФГБОУ ВО «Санкт‐Петербургского 
государственного университета ветери-
нарной медицины». Было проведено взя-
тие и исследование спермы баранов поро-
ды Дорпер. Отбор проб был произведен с 
помощью искусственной вагины модели 
IMV (Франция) согласно ГОСТ32222–
2013 [2]. Для проведения морфологиче-
ской оценки сперматозоидов, полученные 
образцы (n=10) разводили в соотношении 
1:100 (фосфатным буферным солевым 
раствором PBS). Изготовление мазка про-
водили по стандартной методике [1].  
Мазки, окрашенные красителями Sperm 
Blue (Microptic) и по Романовскому-
Гимзе отражены на рисунке 1.  

Рисунок 1 – Окрашенные мазки 
(красители Sperm Blue (Microptic)) и по 

Романовскому-Гимзе). 

Для морфологической оценки сперма-
тозоидов использовали два метода: набор 
дифференцированного окрашивания 
Sperm Blue и окрашивание по Романов-
скому-Гимзе. Краситель Sperm Blue 
(Microptic) разработан для дифференци-
рованного окрашивания всех компонен-
тов сперматозоида (акросомы, головки, 
шейки и хвоста) в разные интенсивности 
синего цвета. Набор включает: 1 – фикса-
тор; 2 – основной краситель (Sperm Blue); 
экспозиция мазка в фиксаторе составляет 
10 минут, в основном красителе – 18 ми-
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нут.  При окрашивании по Романовскому-
Гимзе проводили фиксацию мазков с 
дальнейшим погружением в краситель 
азур-эозин (ТУ 9398-003-29508133-2011) 
в течение 20 минут. После рутинного 
окрашивания промывали мазки дистилли-
рованной водой, высушивали и проводи-
ли микроскопию (увеличение с использо-
ванием объектива 100х10, иммерсионное 
масло) с последующим ручным методом 
подсчета количества морфологических 
форм сперматозоидов (200 сперматозои-
дов в каждом образце).  

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
При проведении исследований, оба 

красителя были успешно применены для 
ручного анализа морфологии сперматозо-
идов баранов. 

Визуализация полученных мазков по-
казана на рисунке 2 и 3. 

Результаты сравнительной морфоло-
гической оценки сперматозоидов отраже-
ны на рисунках 4 и 5.  

Рисунок 2 – Окрашивание красителем 
Sperm Blue.  

Рисунок 3 – Окрашивание по  
Романовскому-Гимзе.  

Рисунок 4 – Результаты сравнительной морфологической оценки  

сперматозоидов (n=10). 
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Рисунок 5 – Сравнительная оценка морфологической структуры  
сперматозоидов баранов (n=10) с использованием красителей Sperm Blue  

и по Романовскому-Гимзе. 

Согласно данным рисунка 4, оба кра-
сителя позволяют определить количество 
морфологически нормальных и патологи-
ческих форм сперматозоидов. При этом 
количество нормальных сперматозоидов 
было больше при анализе мазков, окра-
шенных красителем Sperm Blue, разница 
значений не явилась статистически значи-
мой.  

Согласно данным рисунка 5, окраши-
вание красителем Sperm Blue позволяет 
провести детальное морфологическое 
исследование и определить тератозоос-
пермические характеристики сперматозо-
идов. При окрашивании по Романовско-
-Гимзе нормальные сперматозоиды были 
четко видны, вместе с тем плохо визуали-
зировалась акросома. Стоит отметить, что 
подсчет процента нормальных спермато-
зоидов вручную с использованием обоих 
красителей привел к одинаковому деся-
тичному результату. Была обнаружена 
статистически незначимая разница в де-
фектах головки и хвоста между использо-
ванными красителями (p = 0,41 и p = 0,77 
соответственно): при окрашивании по 
Романовскому-Гимзе (7,8% и 34,1%) бы-
ли обнаружены данные дефекты чаще, 
чем Sperm Blue (6,3% и 32,9%).    

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Таким образом, набор дифференциро-

ванного окрашивания Sperm Blue позво-
ляет провести морфологическую оценку 
сперматозоидов баранов с полной диффе-
ренцировкой тератозооспермических ха-
рактеристик. При этом длительность экс-
позиции мазка в основном красителе, рав-
ная 18 минутам (для баранов), позволяет 
дифференцировать акросому сперматозо-
идов. Окрашивание мазка по Романовско-
му-Гимзе позволяет провести рутинный 
морфологический анализ, без детальной 
оценки целостности акросомы спермато-
зоидов. В связи с этим, актуальным явля-
ется использование красителя Sperm Blue 
в ветеринарной андрологии, в частности 
для оценки морфологии сперматозоидов 
разных видов животных с дальнейшей 
разработкой соответствующих протоко-
лов в аспекте длительности экспозиции 
самих мазков в основном красителе.  
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ABSTRACT 

The purpose of this study is to test and 
comparatively evaluate the method of mor-
phological examination of ram sperm using a 
differentiated staining Sperm Blue and Ro-
manovsky-Giemsa staining. The sperm of 
Dorper rams was collected and examined. 
The obtained samples (n=10) were diluted in 
a ratio of 1:100 (PBS solution) to conduct a 
morphological assessment of sperm. Two 
methods were used for the morphological 
assessment of spermatozoa: a set of differen-
tiated staining Sperm Blue (Microptic, expo-
sure of the smear in the fixative - 10 
minutes, in the main dye - 18 minutes) and 
Romanovsky-Giemsa staining (exposure of 
the smear in the fixative - 10 minutes, in the 
main dye – 20 minutes). After routine stain-
ing, the smears were washed with distilled 
water, dried, and microscopy was performed 
(magnification using a 100x10 immersion 
objective, oil immersion), followed by a 
manual method of counting the number of 
morphological forms of sperm. According to 
the results of a comparative analysis of 
stained smears, staining with Sperm Blue 
allows for a detailed morphological study 
and differentiation of teratozoospermic char-
acteristics. When stained with Romanovsky-
Giemsa, normal spermatozoa were clearly 
visible, but the acrosome was poorly visual-
ized. Manual calculation of the percentage of 
normal sperm using both dyes resulted in the 
same decimal result. A statistically insignifi-

cant difference in head and tail defects was 
found between the dyes used (p = 0.41 and p 
= 0.77, respectively): Romanovsky-Giemsa 
staining (7.8% and 34.1%) detected these 
defects more often than Sperm Blue (6.3% 
and 32.9%). Considering the results ob-
tained, the use of the Sperm Blue dyes dye in 
veterinary andrology is relevant, in particular 
for assesment the morphology of sperm of 
different animal species with the further de-
velopment of appropriate protocols in terms 
of the duration of exposure of the smears 
themselves to the main dye. 
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