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РЕФЕРАТ 
Целью настоящего исследования явилось изучение влияния 
производного мезенхимальных стволовых клеток (лизата) 
из жировой ткани (ЖТ) и костного мозга (КМ) быков на 
качество нативной спермы.Всего было взято 10 образцов. 
Каждый образец был разделен на аликвоты (после центри-
фугирования (7 min 600 об/min) и удаления семенной плаз-

мы) в соответствии следующим группам: контрольная (сперматозоиды 7х1010кл/мл + 
буфер РВS 100 мкл), первая опытная (сперматозоиды 7х1010кл/мл + лизат МСК КМ 
2х108кл/мл), вторая опытная (сперматозоиды  7х1010кл/мл + лизат МСК ЖТ 2х108кл/мл).  
Была проведена четырехэтапная оценка качества спермы: 0, 2 и 4 часов инкубации при 
температуре 37℃. Согласно результатам проведенных исследований, достоверное сни-
жение количества нормальных форм сперматозоидов было зарегистрировано при оценке 
4-х часовой инкубации спермы. При этом, разница значений в контрольной и первой 
опытной группах составила 1,3 раза (p<0,05 для обеих групп), во второй опытной – 1,4 
раза (p<0,05) по сравнению с данными 0 часов инкубации. Было зарегистрировано 
наибольшее количество морфологически нормальных форм сперматозоидов в первой 
опытной группе, при инкубации сперматозоидов с продуктами секреции МСК из костно-
го мозга. Было получено статистически значимое сокращение количества прогрессивно 
двигающихся сперматозоидов спустя 2 и 4 часа инкубации по сравнению с данными, 
полученными при оценке двигательной активности в 0 часов инкубации. Так, разница 
значений в контрольной группе составила 1,4 (2 и 4 часа,p<0,01), в первой опытной 
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группе – 1,1 (p<0,05) и 1,4 (p<0,01), во второй опытной группе – 1,2(p<0,05)  и 1,6 
(p<0,05)  раз 2 и 4 часа соответственно. Наибольшее количество прогрессивно двигаю-
щихся сперматозоидов было зарегистрировано при взаимодействии половых клеток бы-
ка с лизатом МСК в течение двух часов инкубации, полученных из костного мозга и со-
ставило 74,75±2,39%. 

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
Производство высококачественного 

семени быков является одним из ключе-
вых факторов успешной реализации пла-
на племенной работы в животноводстве. 
Многочисленными исследованиями уста-
новлен широкий спектр факторов, влияю-
щих на качество спермы производителей, 
основными из которых являются генети-
ка, сезон года, температура окружающей 
среды, режим эксплуатации производите-
ля, его возраст, особенности кормления и 
многие другие[1-5]. Научно-
практикующими специалистами разрабо-
таны различные способы коррекции нега-
тивного влияния вышеперечисленных 
факторов, а также методы повышения 
качественных показателей спермы. Это 
две группы, направленные на воздействие 
на организм производителей с помощью 
экзогенноговведения препаратов и, непо-
средственно, воздействие на сперму, а 
именно - применение сред/добавок/
коллоидного центрифугирования и др. 
[6]. Принимая во внимание огромное ко-
личество полученных результатов, про-
блема сохранности оплодотворяющей 
способности сперматозоидов остается 
актуальной. Довольно интересным и ма-
лоизученным направлением является тех-
нологии регенеративной медицины, глав-
ным образом мезенхимальные стволовые 
клетки (МСК). Многочисленные исследо-
вания продемонстрировали потенциаль-
ную роль МСК в различных биологиче-
ских процессах, таких как участие в реге-
нерации клеток и изменении клеточного 
фенотипа. Кроме того, установлено, что 
МСК регулируют механизмы восстанов-
ления, происходящие на клеточном 
уровне за счет секретома или высвобож-
дения различных факторов, главным об-
разом – белков. Qamar A.Y. с соавтор. 
(2020) в своих исследованиях, направлен-
ных на изучение жизнеспособности спер-

мы собак после оттаивания при разбавле-
нии средами, содержащими МСК из жи-
ровой ткани указывает на положительный 
эффект МСК, в частности – высокая со-
хранность целостности плазматической и 
акросомальной мембран сперматозоидов 
после оттаивания. Авторы предполагают, 
что возможной причиной улучшения це-
лостности является такие белки как ан-
нексин, дисферлин, фибронектин, участ-
вующие в процессе регенерации клетки 
[7]. Значение аннексинов – участие в эк-
зоцитозе, эндоцитозе, агрегации; фиброн-
ектина – регуляция клеточных процессов, 
а также поддержание и восстановление 
поврежденной ткани. Что касается дис-
ферлина, то данный трансмебранный 
кальций-связывающий белок принимает 
участие в репарации сарколеммы и внут-
риклеточных везикулярных систем после 
повреждений, регуляции эндо-и экзоцито-
за и воспаления [8]. Учитывая вышеизло-
женные факты, МСК и их производные 
(кондиционированная среда и лизат) об-
ладают высоким потенциалом в аспекте 
регенерации клеток. В связи с этим, це-
лью настоящего исследования явилось 
изучение влиянияпроизводного мезенхи-
мальных стволовых клеток (лизат) из жи-
ровой ткани (ЖТ) и костного мозга (КМ) 
быков на качество нативной спермы. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALSANDMETHODS 

Исследования были проведены в науч-
но-исследовательскойлаборатории кафед-
ры генетических и репродуктивных био-
технологий ФГБОУ ВО «Санкт‐
Петербургский государственный универ-
ситет ветеринарной медицины», а также в 
отделе разработки клеточных биотехно-
логий ООО «Стэмреновацио».Было про-
ведено взятие спермы половозрелых бы-
ков (n=2)голштинской породы в возрасте 
14-15 месяцев с помощью искусственной 
вагины модели IMV (Франция) согласно 
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ГОСТ32222–2013 [9]. Быки содержатся в 
виварии на базе ФГБОУ ВО СПбГУВМ. 
Всего было взято 10 образцов. Каждый 
образец был разделен на аликвоты (после 
центрифугирования (7 min600 об/min) и 
удаления семенной плазмы) в соответ-
ствии следующим группам: контрольная 
(сперматозоиды 7х1010кл/мл + буфер РВS 
100 мкл), первая опытная (сперматозоиды 
7х1010кл/мл + лизат МСК КМ 2х108кл/
мл), вторая опытная (сперматозоиды  
7х1010кл/мл + лизат МСК ЖТ 2х108кл/
мл). Концентрация образцов была достиг-
нута с помощью математического подсче-
та с учетом исходного объема. Была про-
ведена трехэтапная оценка качества спер-
мы: 0, 2 и 4 часов инкубации при темпе-
ратуре 37℃. Сравнение значений произ-
водилось на каждом этапе инкубации (0, 
2 и 4 часа) внутри каждой группы. При 
этом достовернымисчитались различия 
при p≤0,05 и p≤0,01. 

Исследование спермы проводилось с 
помощью микроскопа Levenhuk MED 
45T.  Для подсчета концентрации сперма-
тозоидов использовалась камера Горяева 
[10]. Оценка подвижности сперматозои-
дов проводилась с помощью камеры Ма-
клера (увеличение Х100, разведение об-
разцов 1:100) с учетом следующих пока-
зателей подвижности: прогрессивно дви-
гающиеся, непрогрессивно двигающиеся 
и неподвижныесперматозоиды. Оценка 
морфологии проводилась по методу Крю-
гера (200 сперматозоидов в каждом об-
разце), при этом для окрашивания мазков 
был использован набор SpermBlue
(Microptic)с предварительной фиксацией 
мазков (фиксатор: 10 минут, краситель: 
18 минут) и последующей микроскопией 
(увеличение с использованием объектива 
х1000, иммерсионное масло).За основу 
был взят  протокол использования МСК и 
их производных для баранов и козлов-
производителей [11-12]. 

Жировую ткань (ЖТ) и костный мозг 
(КМ) получали после убоя быков 
голштинской породы (n=5) в племенном 
хозяйстве Выборгского района Ленин-
градской области.  Клетки деконсервиро-
валии культивировали в среде αMEM + 

10 % FBS. Начиная с 3-го пассажа после 
размораживания, их использовали в рабо-
те.  

Для приготовления лизата МСК отде-
ляли от подложки, отмывали от ростовой 
среды и суспендировали в PBS с концен-
трацией 2х108кл/мл. Затем суспензию 
аликвотировали и фасовали в пробирки 
Эппендорфа. Лизат получали методом 
криодеструкции путем двукратного быст-
рого погружения в жидкий азот (-196оС) и 
медленного оттаивания при комнатной 
температуре. Полученный таким образом 
лизат содержал высвобожденные внутри-
клеточные белково-пептидные компонен-
ты МСК и фрагменты клеточных мем-
бран. 

Статистическая обработка данных 
была проведена при помощи программы 
Stattech и MedCalc с вычислением показа-
телей вариационного ряда и t-критерий 
Стьюдента.  

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
Результаты влияния производного 

МСК - лизата из жировой ткани и костно-
го мозга быков на качественные показате-
ли сперматозоидов в процессе четырехча-
совой инкубации отражены на рисунках 1
-2.  

При анализе результатов оценки мор-
фологии сперматозоидов быка в процессе 
четырехчасовой инкубации нужно отме-
тить, что достоверная разница значений, 
главным образом, отмечалась среди зна-
чений морфологическинормальных форм 
половых клеток (рис.1).  

Согласно данным рисунка 1, достовер-
ное снижение количества нормальных 
форм сперматозоидов была зарегистриро-
вано при оценке 4-х часовой инкубации 
спермы. Так, разница значений в кон-
трольной и первой опытной группахсо-
ставила 1,3 раза (p<0,05 для обеих групп), 
во второй опытной – 1,4 раза (p<0,05) по 
сравнению с данными 0 часов инкубации. 
Нужно отметить тенденцию к незначи-
тельному увеличению количества нор-
мальных форм сперматозоидов по завер-
шению второго часа инкубации спермы с 
лизатом МСК, полученных из жировой 
ткани и костного мозга (разница недосто-
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верна).Можно предположить, что причи-
ной данной закономерности является па-
ракринная функция МСК, в частности 
секреция факторов роста фибробластов 
(bFGF), фактора роста кератиноцитов 
(KGF), стромального фактора-1 (SDF-1), 
моноцитарного хемотаксического белка -
1 (MCP-1), инсулиноподобного фактора 
роста-1 (IGF-1), интерлейкина-8 (IL-8) и 
сосудистого эндотелиального фактора 
роста (VEGF). Данные белки принимают 
участие в регенеративном процессе, по-
давляя апоптоз [7]. Было зарегистрирова-
но наибольшее количество морфологиче-
ски нормальных форм сперматозоидов в 
первой опытной группе, при инкубации 
сперматозоидов с лизатом МСК из кост-
ного мозга. Динамика прогрессивно дви-
гающихся сперматозоидов отражена на 
рисунке 2. 

При анализе данных рисунка 2, стати-
стически значимые изменения значений 
отмечались внутри каждой группы, в 
частности сокращение количества про-
грессивно двигающихся сперматозоидов, 
2 и 4 часа инкубации по сравнению с дан-
ными, полученные при оценке двигатель-
ной активности в 0 часов инкубации. Так, 
разница значений в контрольной группе 
составила 1,4 (2 и 4 часа,p<0,01), в первой 
опытной группе – 1,1 (p<0,05) и 1,4 
(p<0,01), во второй опытной группе – 1,2
(p<0,05)  и 1,6 (p<0,05)  раз 2 и 4 часа со-
ответственно. Наибольшее количество 
прогрессивно двигающихся сперматозои-
дов было зарегистрировано при взаимо-
действии половых клеток быка с лизатом 
МСК в течение двух часов инкубации, 
полученных из костного мозга, и состави-
ло 74,75±2,39%.  

Рисунок 1 – Динамика количества  
морфологически нормальных форм  
сперматозоидов быковв процессе  

четырехчасовой инкубации  
с компонентом МСК - лизатом  

(M±m, n=5). Примечание: * - p<0,05,  
** - p≤0,01 (достоверно по сравнению  

с результатами 0 часов инкубации  
спермы). 

Рисунок 2 – Динамика прогрессивно  
двигающихся сперматозоидов быков в 
процессе четырехчасовой инкубации с 

компонентом МСК – лизатом  
(M±m, n=10).  Примечание: * - p<0,05,  
** - p≤0,01 (достоверно по сравнению с 

результатами 0 часов инкубации  
спермы). 

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Таким образом, проведенные исследо-

вания указывают на положительное влия-
ние производного МСК – лизата из кост-
ного мозга быков, содержащего высво-
божденные внутриклеточные белково-
пептидные компоненты МСК и фрагмен-
ты клеточных мембран, на морфологиче-
скую структуру и подвижность спермато-
зоидов в процессе четырехчасовой инку-

бации. Принимая во внимание время пе-
реживаемости сперматозоидов в половых 
путях самки, смешивание лизата, полу-
ченного из костного мозга со спермой 
быков способствует более длительному 
сохранению жизнеспособности и увели-
чению двигательной активности сперма-
тозоидов при проведении искусственного 
осеменения, что положительно отразится 
на его результативности. Было установле-
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но выраженное сохранение прогрессив-
ной подвижности сперматозоидов при 
смешивании с лизатом МСК, полученным 
из костного мозга в процессе двухчасовой 
инкубации с разницей значений в контро-
ле, равной 18,88%, что может указывать 
на высокую вероятность успешного ис-
кусственного осеменения. Однако для 
изучения механизма положительного вли-
яния производного МСК на качественные 
показатели спермы быков необходимо 
продолжить исследования. 
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ABSTRACT 
The aim of this study was to investigate 

the effect of mesenchymal stem cell deriva-
tive (lysate) from adipose tissue (AT) and 
bone marrow (BM) of bulls on the quality of 
native sperm. A total of 10 samples were 
taken. Each sample was divided into aliquots 
(after centrifugation (7 min 600 rpm) and 
removal of seminal plasma) according to the 
following groups: control (sperm 7x1010 
cells/ml + PBS buffer 100 μl), the first ex-
perimental (sperm 7x1010 cells/ml + BM 
MSC lysate 2x108 cells/ml), the second ex-
perimental (sperm 7x1010 cells/ml + AT 
MSC lysate 2x108 cells/ml).A four-stage 
assessment of sperm quality was carried out: 
0, 2 and 4 hours of incubation at a tempera-
ture of 37℃.According to the results of the 
studies, a reliable decrease in the number of 

normal spermatozoa was recorded when 
assessing 4-hour sperm incubation.At the 
same time, the difference in values in the 
control and first experimental groups was 
1.3 times (p < 0.05 for both groups), in the 
second experimental - 1.4 times (p < 0.05) 
compared with the data of 0 hours of incuba-
tion.The highest number of morphologically 
normal spermatozoa was recorded in the first 
experimental group, when incubating sper-
matozoa with bone marrow MSC secretion 
products.A statistically significant decrease 
in the number of progressively moving sper-
matozoa was obtained after 2 and 4 hours of 
incubation compared with the data obtained 
when assessing motility at 0 hours of incuba-
tion.Thus, the difference in values in the 
control group was 1.4 (2 and 4 hours, 
p<0.01), in the first experimental group - 1.1 
(p<0.05) and 1.4 (p<0.01), in the second 
experimental group - 1.2 (p<0.05) and 1.6 
(p<0.05) times 2 and 4 hours, respective-
ly.The highest number of progressively mov-
ing spermatozoa was recorded during the 
interaction of bovine germ cells with the 
MSC lysate during two hours of incubation, 
obtained from the bone marrow and amount-
ed to 74.75±2.39%. 
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