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РЕФЕРАТ 
Целью исследований явилось установление эффективности использования 
мезенхимальных стволовых клеток из жировой ткани и костного мозга козлов 
после криоконсервации спермы. Результаты четырехчасовой инкубации образ-
цов спермы после оттаивания указывают на наличие достоверной разницы 
значений при инкубации с мезенхимальными стволовыми клетками (МСК) из 
жировой ткани/костного мозга и без них (среда OptiXcell). Так, в процессе че-

тырехчасовой инкубации спермы после оттаивания, статистически значимое сокращение 
количества нормальных сперматозоидов отмечалось во всех исследуемых группах. При 
этом разница значений в контрольной группе составила 1,3 (p<0,01, 2 часа) и 1,4 (p<0,01, 
4 часа) раза; первой опытной группе – 1,1(p<0,01, 4 часа) раз; второй опытной группе – 
1,1(p<0,01, 2 часа)  и 1,3 (p<0,01, 4 часа) раз по сравнению с результатами 0 часов инку-
бации. Образцы контрольной и первой опытной групп имели одинаковую динамику до-
стоверных изменений двигательной активности сперматозоидов при четырехчасовой 
инкубации после оттаивания – статистически значимое снижение количества прогрес-
сивно двигающихся сперматозоидов в 1,6 раз (p<0,05 – контрольная группа, p<0,01 – 
первая опытная группа), и, напротив, достоверное увеличение количества непрогрессив-
но двигающихся сперматозоидов в 1,3 раза (p<0,05 для обеих групп). Выраженная двига-
тельная активность наблюдалась у сперматозоидов первой опытной группы по заверше-
нию 4-х часовой инкубации, равная 21,45±4,58 %. Наибольшее количество жизнеспособ-
ных сперматозоидов было зарегистрировано в первой опытной группе при 4-х часовой 
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инкубации образцов с МСК, полученного из костного мозга – 37,13±2,21%, наибольшее 
количество сперматозоидов с интактными акросомами - во второй опытной группе 
(МСК ЖТ). Таким образом, можно предположить, что МСК оказывает регенеративный 
эффект на структуру сперматозоидов после криоконсервации. Для раскрытия механизма 
воздействия МСК на структуру сперматозоидов необходимо продолжить исследования.  

ВВЕДЕНИЕ/INTRODUCTION 
В настоящее время, в условиях актив-

ного импортозамещения, сельское хозяй-
ство вносит существенный вклад в эконо-
мическое развитие страны. Животновод-
ство обеспечивает продовольственную 
безопасность и доступность продуктов 
питания для всех слоев населения.  

Роль козоводства, как отрасли про-
дуктивного животноводства, достаточно 
велика (получение молока, мяса, пуха, 
шерсти и кожи). Козий пух - тончайший 
вид волокна животноводческого проис-
хождения –отличается хорошими пря-
дильными свойствами и валикоспособно-
стью, легкостью, эластичностью, относи-
тельной прочностью и малой теплопро-
водностью [5]. Кроме того, при правиль-
ном разведении, козы способствуют со-
хранению экосистем и могут быть ис-
пользованы в качестве экологическогоин-
струмента для контроля вредных сорня-
ков, сокращения случаев лесных пожаров, 
улучшения пастбищных угодий и среды 
обитания дикихживотных [4]. 

Разведение коз считается одним из 
наиболее высокорентабельных. Козы не-
прихотливы к уходу и условиям содержа-
ния, способны адаптироваться в различ-
ных природно-климатических условиях, 
обладают высокой резистентностью, от-
носительно скороспелы, многоплодны. 
Ввиду биологической особенности, козы, 
переваривающие до 67% клетчатки, могут 
пастись на территориях, непригодных для 
других видов сельскохозяйственных жи-
вотных. Несмотря на очевидные преиму-
щества данной животноводческой отрас-
ли, огромным сдерживающим фактором 
ее развития является использование есте-
ственного осеменения, что образует про-
блему хронического дефицита высоко-
ценных козлов-производителей, способ-
ных стойко передавать свои продуктив-
ные качества потомству. Учитывая низ-

кую криорезистеность сперматозоидов 
козлов, актуальным является разработка и 
применение реабилитационных сред для 
улучшения качественных показателей 
репродуктивных клеток после оттаива-
ния.  

Целью исследований явилось уста-
новление эффективности использования 
мезенхимальных стволовых клеток из 
жировой ткани и костного мозга козлов 
после криоконсервации спермы. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /
MATERIALS AND METHODS 

Исследования были проведены в ла-
боратории кафедры генетических и ре-
продуктивных биотехнологий ФГБОУ 
ВО «Санкт‐Петербургский государствен-
ный университет ветеринарной медици-
ны», а также в отделе разработки клеточ-
ных биотехнологий ООО «НС-Рабиес». 
Было проведено взятие спермы половоз-
релых козлов зааненской и альпийской 
пород в возрасте 1-2,5 лет (n=10) с помо-
щью искусственной вагины модели IMV 
(Франция) согласно ГОСТ32222–2013 [2]. 

Исследование спермы проводилось с 
помощью микроскопа Levenhuk MED 
45T.  Для подсчета концентрации сперма-
тозоидов использовалась камера Горяева 
[1].  

Оценка подвижности сперматозоидов 
проводилась с использованием програм-
мы Аргус-CASAи камеры Маклера 
(увеличение 10Х10). При этом получен-
ные образцы были разведены в соотноше-
нии 1:100.  При оценке подвижности учи-
тывалось количество прогрессивно двига-
ющихся, непрогрессивно двигающихся и 
неподвижныхсперматозоидов. 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: 
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18 минут) и последующей микроскопией 
(увеличение с использованием объектива 
100х10, иммерсионное масло). Оценка 
жизнеспособности проводилась по мето-
дике BrightVit(Microptic, 200 сперматозо-
идов в каждом образце).Оценку целостно-
сти акросомы проводили согласно мето-
дике FluoAcro(Microptic) (100 спермато-
зоидов в каждом образце).  

Жировую ткань (ЖТ) и костный мозг 
(КМ) получали после убоя козлов заанен-
ской и чешской пород (n=3) в крестьян-
ско-фермерском хозяйстве Волховского 
района Ленинградской области. ЖТ (2 
см3) вырезали подкожно и помещали в 
стерильную пробирку с 10 мл транспор-
тировочной среды (буферный раствор, 
содержащий 100 ед/мл пенициллина и 
100 мкг/мл стрептомицина, Gibco, США). 
КМ (3 см3) брали из бедренной кости иг-
лой для аспирации костного мозга и пере-
носили в стерильную пробирку с гепари-
ном. Пробирки с биоматериалом достав-
ляли в лабораторию при 4 – 8 0С в тече-
ние 3 часов. 

В лаборатории биотехнологии науч-
ного центра ООО «ЦитоГенТест» пробы 
обрабатывали. Жировую ткань в условиях 
ламинарного бокса промывали буфером 
PBS, измельчали при помощи микронож-
ниц и инкубировали 45 мин при 37 0С в 
0,075%-ном растворе коллагеназы (тип 2) 
(ПанЭко, Россия) при постоянном поме-
шивании. Полученную суспензию филь-
тровали, центрифугировали, полученный 
осадок разводили средой αMEM + 10 % 
FBS и высевали в культуральные флако-
ны площадью 25 см2. Через 24 ч среду 
заменяли и удаляли неприкрепленные 
клетки. Монослой МСК ЖТ формировал-
ся к 10 суткам после выделения.  

КМ разбавляли 1:1 стерильным рас-
твором PBS, центрифугировали, получен-
ный осадок еще два раза промывали опи-
санным способом. Затем к осадку добав-
ляли среду αMEM + 10 % FBS и высевали 
в культуральные флаконы площадью 25 
см2. Через 24 часа среду заменяли и уда-
ляли неприкрепленные клетки. Спустя 48 
часов процедуру повторили. Монослой 
МСК КМ формировался к 10 суткам по-

сле выделения.  
Сперму разбавляли в соотношении 1:4 

(разбавитель OptiXcell (IMV, Франция)), 
далее - охлаждали при температуре + 4°С 
в течение двух часов для стабилизации 
взаимодействия между спермой и средой 
[5]. После чего производили ручную упа-
ковку разбавленной спермы при помощи 
микропипетки (Minitube)и пайет объемом 
0,25 мл при температуре + 4°С. Протокол 
заморозки образцов спермы состоял из 
двух этапов: 1 - соломинки помещали в 
гоблеты и далее - стаканы выдерживали 7 
мин на уровне 4 см над жидким азотом; 2 
- полное погружение в жидкий азот для 
дальнейшего хранения [6, 7].Оттаивание 
спермы производилось притемперату-
ре+37°C в течение 30 секунд [8]. 

Экспериментальная работа включала 
в себя следующие этапы: после оттаива-
ния спермы было сформировано три 
группы (n=5 в каждой): контрольная 
(сперматозоиды 7х1010кл/мл + разбави-
тель OptiXcell (IMV, Франция), общий 
объем 100 мкл, pH – 5,8), первая опытная 
(сперматозоиды 7х1010кл/мл + разбави-
тель OptiXcell (IMV, Франция)+МСК КМ 
2х108кл/мл, pH – 5,3), вторая опытная 
(сперматозоиды  7х1010кл/мл + разбави-
тель OptiXcell (IMV, Франция) + МСК 
ЖТ 2х108кл/мл, pH – 5,4). С целью уста-
новления степени переживаемости спер-
матозоидов после оттаиваниябыла прове-
дена шестичасовая инкубация спермы в 
средах, содержащих OptiXcell и мезенхи-
мальныестромальные клетки при темпе-
ратуре 38℃ с оценкой качественных по-
казателей каждые два часа после оттаива-
ния (0, 2, 4, 6 часов). С целью установле-
ния эффективности данного протокола 
работы спермы козлов-производителей 
после криоконсервации с МСК, была про-
ведена одна серия эксперимента.  

Статистическая обработка данных 
была проведена при помощи программы 
Stattech и MedCalc с вычислением показа-
телей вариационного ряда и t-критерий 
Стьюдента. Сравнение значений произво-
дилось на каждом этапе инкубации внут-
ри группы. При этом достоверными счи-
тались различия при p≤0,01 и p≤0,05. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ/RESULTS 
Согласно микроскопической оценке 

качества спермы козлов, проведенной 
после ее взятия и охлаждения, были полу-
чены следующие результаты: количество 
прогрессивно двигающихся сперматозои-
дов – 81,77±2,18 % и 81,23±1,78%, коли-
чество сперматозоидов без дефектов – 
77,63±0,81% и 66,63±1,93%, количество 
жизнеспособных сперматозоидов – 
75,25±1,77 % и 67,25±2,16% соответ-
ственно.  

Результаты влияния мезенхимальных 
стволовых клеток из жировой ткани и 
костного мозга козлов на морфофункцио-
нальные характеристики сперматозоидов 
после криоконсервации отражены на ри-
сунках 1-4.  

Согласно протоколу исследований, 
включенных в план 2024 года (дизайн 
эксперимента № 2, грант Российского 
научного фонда № 23-26-00157, https://
rscf.ru/project/23-26-00157/), целью рабо-
ты было проведение микроскопического 
исследования спермы козлов после оттаи-
вания в процессе шестичасовой инкуба-
ции. Проведенные исследования указыва-
ют на переживаемость сперматозоидов 
козлов после оттаивания в течение четы-
рех часов. Результаты исследований по-
сле шестичасовой инкубации указывают 
на тотальную потерю жизнеспособности.  

Согласно результатам оценки морфо-
логии сперматозоидов, отраженных на 
рисунке 1, процесс криоконсервации 
спермы козлов негативно отражается на 
морфологической структуре половых га-
мет, при этом отмечается сокращение 
количества нормальных сперматозоидов 
на 19,5%-25,4%.  В процессе глубокой 
заморозки наблюдается значительное 
поражение хвостовой части сперматозои-
дов козлов – увеличение дефектов хвоста 
на 15,12% - 21,74 % по сравнению с ре-
зультатами исследований нативных об-
разцов спермы.  

В процессе четырехчасовой инкуба-
ции спермы после оттаивания, статисти-
чески значимое сокращение количества 
нормальных сперматозоидов отмечалось 
во всех исследуемых группах. При этом 

разница значений в контрольной группе 
составила 1,3 (p<0,01,2 часа) и 1,4 
(p<0,01, 4 часа) раза; первой опытной 
группе – 1,1(p<0,01, 4 часа) раз; второй 
опытной группе – 1,1(p<0,01, 2 часа)  и 
1,3 (p<0,01, 4 часа) раз по сравнению с 
результатами 0 часов инкубации. Было 
зарегистрировано статистически значи-
мое увеличение количества дефектов 
шейки и хвостовой части сперматозоидов 
в контрольной и второй опытной группах. 
Так, в контрольной группе разница значе-
ний составила 1,3-1,5 раз (p<0,01) при 
анализе дефектов шейки и 1,2 (p<0,05) -
1,4 (p<0,01) раз при анализе дефектов 
хвостовой части сперматозоидов. Что 
касается разницы значений среди патоло-
гических форм сперматозоидов при ику-
бации образцов с МСК их жировой ткани, 
то было зафиксировано достоверное уве-
личение половых клеток с дефектами 
шейки на 2-й и 4-й час инкубации в 1,4 
(p<0,05) -1,6 (p<0,01)  раз, а также досто-
верное увеличение сперматозоидов с де-
фектами хвоста на 4-й час инкубации в 
1,2 раза (p<0,01). Таким образом, анализ 
полученных данных указывает на 
наибольшую сохранность морфологиче-
ски нормальных сперматозоидов при их 
инкубации с МСК из костного мозга и 
жировой ткани.  Кроме того, наиболее 
выраженное поражение хвостовой части 
отмечалось у сперматозоидов контроль-
ной группы (разбавитель OptiXcell), чего 
нельзя сказать о результатах, полученных 
при анализе патологических форм образ-
цов опытных групп, у которых наиболь-
шей зоной поражения была шейка спер-
матозоида.  

Результаты оценки подвижности 
сперматозоидов отражены на рисунке 2. 
Согласно полученным данным, образцы 
контрольной и первой опытной групп 
имели одинаковую динамику достовер-
ных изменений двигательной активности 
сперматозоидов при четырехчасовой ин-
кубации после оттаивания – статистиче-
ски значимое снижение количества спер-
матозоидов с прогрессивным движением 
в 1,6 раз (p<0,05 – контрольная группа, 
p<0,01 – первая опытная группа), и, 

https://rscf.ru/project/23-26-00157/
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напротив, достоверное увеличение коли-
чества сперматозоидов с непрогрессив-
ным движением в 1,3 раза (p<0,05 для 
обеих групп).  

Результаты оценки двигательной ак-
тивности сперматозоидов по завершению 
4-х часовой инкубации указывают на зна-
чительную разницу значений между груп-
пами. В частности, наибольшая подвиж-
ность отмечалось у сперматозоидов пер-
вой опытной группы – 21,45±4,58 %. Кро-
ме того, достоверная разница значений 
данного показателя в результате 4-х часо-
вой инкубации по сравнению с данными 
0 часов после оттаивания была следую-
щей: контрольная группа – 3,7 (p<0,01), 

первая опытная группа – 2,0 (p<0,01), 
вторая опытная группа – 3,0 (p<0,01). 
Наименьшая разница количества сперма-
тозоидов с непрогрессивным движением 
при внутригрупповой оценке в результате 
4-х часовой инкубации после оттаивания 
отмечалась у второй опытной группе – 
1,3 раза (p<0,01). Таким образом, инкуба-
ция спермы козлов-производителей с 
МСК из костного мозга и жировой ткани 
оказывает положительное действие на 
двигательную активность сперматозои-
дов. Результаты оценки жизнеспособно-
сти сперматозоидов отражены на рисунке 
3.  

Рисунок 1 – Результаты оценки морфологии сперматозоидов козлов после  
оттаивания в процессе четырехчасовой инкубации с МСК (M±m, n=10).  

Примечание: * - p<0,01, ** - p≤0,05 (достоверно по сравнению с результатами 0 часов 
инкубации спермы). 

Рисунок 2 – Динамика подвижности сперматозоидов козлов после оттаивания  
в процессе четырехчасовой инкубации с МСК (M±m, n=10). Примечание: * - p<0,01,  
** - p≤0,05 (достоверно по сравнению с результатами 0 часов инкубации спермы). 
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Рисунок 3 – Результаты оценки жизнеспособности сперматозоидов козлов после  
оттаивания в процессе четырехчасовой инкубации с МСК (M±m, n=10).  

Примечание: * - p<0,01, ** - p≤0,05 (достоверно по сравнению с результатами 0 часов 
инкубации спермы). 

Согласно данным рисунка 3, стати-
стически значимое сокращение количе-
ства жизнеспособных сперматозоидов 
козлов в результате 4-х часовой инкуба-
ции отмечалось во всех исследуемых 
группах, однако, наиболее выраженные 
изменения отмечались в контрольной 
группе с разницей значений, равной 1, 9 
раза (p<0,01). Наибольшее количество 
жизнеспособных сперматозоидов было 
зарегистрировано в первой опытной груп-
пе при 4-х часовой инкубации образцов с 
МСК, полученных из костного мозга – 
37,13±2,21%.  

Что касается оценки акросомальной 
целостности, то наибольшее количество 
сперматозоидов с интактными акросома-
ми было зарегистрировано во второй 
опытной группе (МСК ЖТ). Вместе с тем, 
была зарегистрирована характерная тен-
денция сокращения количества спермато-
зоидов с инктактными акросомами при 
внутригрупповом сравнении преимуще-
ственно в контрольной и второй опытных 
группах со следующей достоверной раз-
ницей значений: 2 часа инкубации – 1,4 и 
1,3 раза (p<0,01), 4 часа инкубации – 1,6 
раза (p<0,01). Что касается первой опыт-
ной группы, то разница значений между 
0, 2 и 0, 4 часов инкубации была следую-
щей – 1,2 и 1,5 раз (p<0,01).  

Таким образом, можно предположить, 
что МСК оказывает регенеративный эф-

фект на структуру сперматозоидов после 
криоконсервации и обладает протектор-
ным действием. Полученные данные со-
гласуются с ранее проведенными иссле-
дованиями при инкубации спермы бара-
нов-производителей (после оттаивания) с 
МСК из КМ и ЖТ, и полученными ре-
зультатами [3] и определяют перспектив-
ность дальнейших исследований, в том 
числе и с целью раскрытия механизма 
воздействия МСК на структуру спермато-
зоидов.  

ВЫВОДЫ/CONCLUSION 
Проведенные нами исследования и 

полученные результаты указывают на 
возможность применения МСК из жиро-
вой ткани и костного мозга в качестве 
среды/средового компонента для регене-
рации сперматозоидов козлов после отта-
ивания. Стоит отметить, что получение 
результата достигается после определен-
ной пролонгированной инкубации спер-
мы с мезенхимальными стволовыми клет-
ками. Также наиболее выраженный эф-
фект отмечается при инкубации с МСК из 
костного мозга. Полученные результаты 
единогласно подтверждают изложенный 
факт. Так, при инкубации спермы козлов 
после оттаивания с МСК из костного моз-
га в течение 2-4 часов наблюдается: 

сохранение морфологически нормаль-
ных сперматозоидов, при этом их количе-
ство на 4-й час инкубации составляет 
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46,00±1,98%; 
сохранение двигательной активности 

на 4-й час инкубации, равной 
21,45±4,58% с достоверной наименьшей 
разницей между значениями внутри груп-
пы – 2,0 раза ((p<0,01); 

сперматозоиды козлов сохраняют 
жизнеспособность с течение 4-х часов 
инкубации, непосредственно после оттаи-
вания образцов. При этом наибольшее 
количество жизнеспособных сперматозо-
идов отмечается при инкубации спермы с 
МСК из КМ (37,13±2,21%).  
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ABSTRACT 

 The aim of the study was to establish 
the efficiency of using mesenchymal stem 
cells from adipose tissue and bone marrow 
of goats after sperm cryopreservation. The 
results of four-hour incubation of sperm 
samples after thawing indicate a reliable 
difference in the values during incubation 
with mesenchymal stem cells (MSCs) from 
adipose tissue/bone marrow and without 
them (OptiXcell medium). Thus, during four
-hour incubation of sperm after thawing, a 
statistically significant decrease in the num-

ber of normal spermatozoa was noted in all 
study groups. At the same time, the differ-
ence in values in the control group was 1.3 
(p<0.01, 2 hours) and 1.4 (p<0.01, 4 hours) 
times; the first experimental group - 1.1 
(p<0.01, 4 hours) times; the second experi-
mental group – 1.1 (p < 0.01, 2 hours) and 
1.3 (p < 0.01, 4 hours) times compared to the 
results of 0 hours of incubation. Samples of 
the control and first experimental groups had 
the same dynamics of reliable changes in 
sperm motility during four-hour incubation 
after thawing – a statistically significant de-
crease in the number of progressively mov-
ing sperm by 1.6 times (p < 0.05 – control 
group, p < 0.01 – first experimental group), 
and, on the contrary, a reliable increase in 
the number of non-progressively moving 
sperm by 1.3 times (p < 0.05 for both 
groups). Pronounced motility activity was 
observed in the sperm of the first experi-
mental group upon completion of 4-hour 
incubation, equal to 21.45 ± 4.58%. The 
highest number of viable spermatozoa was 
registered in the first experimental group 
with 4-hour incubation of samples with MSC 
obtained from bone marrow - 37.13±2.21%, 
the highest number of spermatozoa with in-
tact acrosomes - in the second experimental 
group (MSC AT). Thus, it can be assumed 
that MSC has a regenerative effect on the 
structure of spermatozoa after cryopreserva-
tion. To reveal the mechanism of the effect 
of MSC on the structure of spermatozoa, it is 
necessary to continue research. 
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