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РЕФЕРАТ 
60 процентов искусственных осеменений лошадей в мире проводится с ис-
пользованием охлажденной спермы, так как ее оплодотворяющая способность 
выше, чем криоконсервированной (источники). Однако, время хранения охла-
жденной спермы ограничено несколькими часами (источники). Использование 
разбавителей продлевает сохранность биологической полноценности спермы в 
охлажденном виде (источники). В проведенном исследовании оценивалась 

переживаемость и морфология охлажденной спермы жеребцов при использовании 4 раз-
бавителей: ЛХЦЖ, рекомендованного ВНИИ коневодства; Кении, применяемый за рубе-
жом; разбавитель для охлаждения спермы ВНИИГРЖ; опытный, на основе ТРИС и 
фруктозы. В результате обнаружена достоверная разница показателей общей и прогрес-
сивной подвижности спермы, разбавленной опытной и остальными средами при хране-
нии 24, 48 (Р˂0,05) и 72 часа (Р˂0,01). После хранения в течении 72 часов сперма, раз-
бавленная опытным разбавителем, имела общую подвижность в среднем выше 50%, а 
прогрессивную 48,2±3,67%, (тогда как ГОСТ имеет следующие показатели: ХХХХХХ), 
что позволяет использовать ее для искусственного осеменения. Оценка морфологии 
сперматозоидов показала сохранность спермиев при хранении 72 часов охлажденном 
виде при использовании 4-х разбавителей.  Результаты исследования показали, что воз-
можно сохранение показателей качества спермы необходимых для искусственного осе-
менения с применением существующих разбавителей в течении 48 часов, а при разбав-
лении опытным разбавителем в течении 72 часов. 
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ВВЕДЕНИЕ/ INTRODUCTION 
В настоящее время наиболее популяр-

ным методом сохранения спермы в ското-
водстве, кроме КРС является охлаждение 
[1,2]. Хотя разбавители для охлаждения 
спермы используются на протяжении 
многих лет, возможность улучшить их 
качественные показатели еще не исчерпа-
ны. Различными исследователями пред-
принято множество попыток изменения 
состава разбавителей, которые привели к 
улучшениям [1], однако срок хранения 
охлажденной спермы остается намного 
меньше, чем у криоконсервированной 
спермы [2]. 

Несмотря на отсутствие популярности 
и неприятие репродуктивных технологий 
представителями конной индустрии, ис-
кусственные осеменение лошадей растет 
на протяжении последних двадцати пяти 
лет [3]. Примерно 60 процентов искус-
ственных осеменений лошадей в мире 
проводится с использованием охлажден-
ной спермы при температуре охлаждения 
(4-5 °C), но ее необходимо использовать в 
течение 24 часов, после чего качество 
спермиев ухудшается [3]. 

Разбавители спермы должны содер-
жать компоненты, поддерживающие pH 
на уровне 6,8-7,2; компоненты, обеспечи-
вающие энергию; антиоксиданты для 
снижения окислительного стресса; анти-
биотики для предотвращения контамина-
ции [2,4-8]. Эти свойства поддерживают 
хранение и транспортировку спермы и 
позволяют использовать ее в искусствен-
ном осеменении.  В настоящее время в 
разбавителях используют такие составля-
ющие как: яичный желток, обезжиренное 
молоко и растительный источник энергии 
(соевый лецитин) [2,9]. 

Разбавители спермы на основе яично-
го желтка используются в лабораторных 
и полевых работах из-за доступной цены 
и удовлетворительных результатов [2]. 
Обезжиренное молоко и яичный желток 
используют как непроникающие крио-
протекторы для сохранения спермы мле-
копитающих [9,10].  

Целью работы было провести оценку 
подвижности и морфологии спермы же-

ребцов при хранении в охлажденном виде 
при использовании разбавителей с раз-
личным составом. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /
MATERIALS AND METHODS 

Сперма получена при помощи кобыл в 
охоте и на фантоме с использованием 
искусственной вагины Hannover 
(Minitubе, Германия). Эякулят у каждого 
жеребца собран не менее двух раз. Про-
анализировано 30 эякулятов 8 жеребцов в 
возрасте 5-15 лет. В анализ включены 
эякуляты с такими характеристиками: 
объем эякулята не менее 30 мл, концен-
трация сперматозоидов не менее 150 млн/
мл, общая подвижность не менее 70%, 
прогрессивная подвижность не менее 
60%.  Для анализа влияния разбавителя 
на качество спермы при охлаждении каж-
дый эякулят разделен на 4 части и каждая 
часть разведена разбавителем в пропор-
ции 1:2. Использовано 4 разбавителя: 
Лактозо-хелато-цитрат-желточный 
(ЛХЦЖ); разбавитель ВНИИГРЖ (на ос-
нове сухого молока) [11]; Кенни (на осно-
ве сухого молока) и опытный ( на основе 
ТРИС и фруктозы). Все 4 разбавителя 
содержат гентамицин (5 мг/100 мл) и 5% 
желтка куриного яйца. 

Объем эякулята измерялся мерным 
стаканом. Концентрация клеток, общая и 
прогрессивная подвижность определена с 
помощью компьютерного анализатора 
качества спермы «Аргус-CASA» (ООО 
Аргуссофт, Россия) и микроскопа Motic 
BA 410 (Motic, Китай). Морфология оце-
нивалась окраской Дифф-Квик (НПФ Аб-
рис+, Россия) и «Аргус-CASA». Просмот-
рено не менее 200 клеток в каждом образ-
це.  

Статистический анализ проведен в 
программе IBM SPSS Statistics 19. Дан-
ные были проанализированы с помощью 
ANOVA. Результаты представлены как 
средние значения ± стандартная ошибка 
среднего. Все парные множественные 
сравнения между средними значениями 
проводились с помощью t-тестов. Разли-
чия считались статистически значимыми 
при p < 0,05. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ/RESULTS 
Успех использования охлажденной 

спермы зависит от таких факторов как: 
температура хранения, состав разбавите-
ля, количество спермиев в одной дозе 
осеменения, количества осеменений, вре-
мени осеменений и т.д. [3,8]. В своей ра-
боте основное внимание я уделила соста-
ву разбавителя. 

Существует много разбавителей для 
хранения спермы жеребцов при плюсо-
вых температурах, например, несколько 
коммерческих производства IMV 
(Франция), Minitube (Германия) и др.  В 
данной работе проведена оценка подвиж-
ности спермиев в процессе хранения при 
4-5°С с использованием 4 разбавителей. В 
качестве контроля выбран разбавитель 
ЛХЦЖ, рекомендованный ВНИИ коне-
водства для замораживания и охлаждения 
спермы жеребцов и разбавитель на основе 
сухого молока Kenney (Кенни), который 
используется европейскими и американ-
скими репродуктологами. Также исполь-
зовался разбавитель ВНИИГРЖ и новый 
разбавитель на основе ТРИС и фруктозы. 
Результаты подвижности сперматозоидов 
приведены в таблице 1. 

Из таблицы видно, что сразу при раз-
бавлении достоверных различий по об-
щей и прогрессивной подвижности между 
разбавителями не наблюдалось. После 2-х 
часов хранения подвижность снизилась, 
обнаружена достоверная разница между 
спермой, разбавленной ЛХЦЖ и опытной 
средой (Р˂0,05). При хранении 24 и 48 
часов достоверная разница обнаружена 
между опытным и остальными разбавите-
лями, при хранении 72 часа достовер-
ность разницы достигла уровня Р˂0,01. 
После хранения в течении 72 часов спер-
ма, разбавленная опытным разбавителем, 
имела в среднем общую подвижность 
выше 50%, а прогрессивную 48,2±3,67%, 
что делает возможным использовать ее 
для искусственного осеменения. Анализ 
полученных результатов показал индиви-
дуальные различия между жеребцами при 
хранении спермы в охлажденном виде 
при 4-5 0С. Так у двух жеребцов сперма, 
разбавленная всеми разбавителями, имела 

прогрессивную подвижность выше 20% 
после хранения в течении 72 часов и ока-
залась пригодна к осеменению. У одного 
жеребца прогрессивная подвижность 
спермы в разбавителях ЛХЦЖ, Кенни и 
ВНИИГРЖ была ниже 10% при хранении 
48 часов и 20% при разбавлении опытной 
средой и хранении 72 часа. 

Молоко и разбавители на основе мо-
лока практичны и эффективны для защи-
ты сперматозоидов лошадей во время 
хранения перед искусственным осемене-
нием [12]. Однако молоко представляет 
собой биологическую жидкость со слож-
ным составом и содержит компоненты, 
которые могут быть как полезны так 
вредны для выживания спермиев. Среди 
протестированных фракций нативный 
фосфоказеинат (NPPC), состоящий из 
общих мицеллярных казеинов, и β-
лактоглобулин, оказались защитными, в 
то время как α-лактальбумин, оказался 
вредным [13]. Из полученных результатов 
видно, что разбавители на основе молока 
уступали разбавителю на основе фрукто-
зы по сохранению подвижности сперма-
тозоидов при хранении в охлажденном 
виде. Потребление энергии отвечает за 
продолжение развития и функционирова-
ние клеток, и гаметы не исключение. Два 
метаболических пути – окислительное 
фосфорилирование и гликолиз произво-
дят аденозинтрифосфат (АТФ), который 
поставляет энергию для функций сперма-
тозоидов [14,15]. Сахар, такой как фрук-
тоза и глюкоза, считается источником 
энергии в сперматозоидах. Однако фрук-
тоза предпочтительный сахар для поддер-
жания функциональной целостности мем-
браны, адекватной подвижности сперма-
тозоидов и тонизирующего эффекта по-
сле размораживания [16]. В последнее 
время большинство коммерческих разба-
вителей производятся на основе фрукто-
зы. Разработанный мной разбавитель для 
спермы жеребцов на основе фруктозы и 
ТРИС показал более высокий результат 
общей и прогрессивной подвижности 
спермиев после хранения при 4-5°С в 
течении 72 часов. 
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Таблица 1 – Подвижность сперматозоидов жеребцов при хранении спермы  
в разбавителях при 4-5 

0
С 

Время 
хранения, 

ч 

  
  

Подвижность 

Разбавитель 

ЛХЦЖ ВНИИГРЖ Кенни Опытный 

0 
Общая,% 79,3±2,54 79,3±2,54 79,3±2,54 79,3±2,54 

Прогрессивная,% 69,4±2,81 69,4±2,81 69,4±2,81 69,4±2,81 

2 
Общая,% 62,5±2,33a 68,3±2,77 69,5±3,23 70,1±3,68b 

Прогрессивная,% 50,8±3,21a 62,5±6,55 63,3±5,57 68,9±2,88b 

24 
Общая,% 43,4±3,98a 55,3±2,45a 41,6±4,23a 67,6±3,11b 

Прогрессивная,% 38,6±4,40a 47,6±5,95a 35,1±6,97a 60,8±3,67b 

48 
Общая,% 30,5±4,23a 40,4±3,67a 36,4±3,97a 59,3±4,12b 

Прогрессивная,% 25,7±6,21a 34,0±4,71a 25,2±4,00a 51,3±3,33b 

72 
Общая,% 17,8±4,23c 20,1±3,67c 18,6±3,46c 52,5±4,23d 

Прогрессивная,% 14,0±5,33c 15,7±4,52c 14,3±5,81c 48,2±3,67d 

abР˂0,05; cdР˂0,01 

Таблица 2 – Морфология сперматозоидов жеребцов при хранении в спермы  
в разбавителях при 4-5 

°
С 

Время 
хранения, 

ч 

  
Показатели качества 

Разбавитель 

ЛХЦЖ 
ВНИИ-

ГРЖ 
Кенни Опытный 

0 

Набухшие акросомы,% 8,0±1,01 8,0±0,98 8,6±0,89 8,0±0,99 

Сморщенные акросомы,% 0,7±0,23 0,7±0,25 0,5±0,14 0,7±0,21 

Отсутствие акросом,% 1,5±0,40 0,6±0,33 0,9±0,42 0,9±0,31 

Патологические хвосты,% 28,8±3,88 27,0±2,83 29,7±3,46 27,4±2,76 

2 

Набухшие акросомы,% 9,8±1,50 9,7±1,20 8,4±1,65 8,1±2,11 

Сморщенные акросомы,% 0,9±0,37 0,8±0,29 0,5±0,18 0,7±3,23 

Отсутствие акросом,% 1,7±0,64 1,1±0,37 1,7±0,53 1,0±0,34 

Патологические хвосты,% 35,0±6,41 28,0±5,24 29,5±7,55 27,1±5,24 

24 

Набухшие акросомы,% 11,7±1,25 10,4±0,89 10,2±1,11 9,5±2,12 

Сморщенные акросомы,% 1,0±0,34 0,8±0,18 0,9±0,53 0,8±0,54 

Отсутствие акросом,% 2,0±0,37 1,1±0,27 1,7±0,11 1,0±0,31 

Патологические хвосты,% 36,7±5,30 28,6±3,11 36,7±3,77 27,6±3,76 

48 

Набухшие акросомы,% 12,7±1,68 10,5±1,42 10,3±1,45 9,9±1,61 

Сморщенные акросомы ,% 1,2±0,48 0,8±0,12 0,9±0,14 0,8±0,17 

Отсутствие акросом,% 2,1±0,58 1,1±0,46 1,7±0,16 1,0±0,18 

Патологические хвосты,% 36,2±4,57 32,6±3,29 43,3±4,30a 28,9±3,76b 

72 
  

Набухшие акросомы,% 13,6±1,99 11,3±1,47 13,6±2,93 10,0±1,81 

Сморщенные акросомы,% 1,2±0,49 0,8±0,38 0,9±0,69 0,8±0,19 

Отсутствие акросом,% 2,3±0,51 1,1±0,19 1,7±0,52 1,0±0,17 

Патологические хвосты,% 40,6±3,61a 32,6±2,60 43,9±3,65a 29,5±3,44b 

abР˂0,05. 
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Известно, что оценка только прогрес-
сивной подвижности не достаточна при 
оценке качества спермы [17]. Данные по 
морфологии сперматозоидов при хране-
нии в охлажденном виде представлены в 
таблице 2.  

При оценке морфологии сперматозои-
дов выделены такие повреждения клеток 
как: состояние акросомного чехлика – 
набухание, сморщивание и отсутствие; 
патологические хвосты. Нарушения в 
области шейки, отсутствие хвостов, обло-
манные или скрученные, двойные хвосты 
объединены в графу патологические хво-
сты. Нарушений в области головки спер-
матозоида было мало, они не учтены в 
этом исследовании. 

Из данных таблицы видно, что в пер-
вые сутки хранения морфология сперма-
тозоидов не изменялась. В течении 72 
часов хранения выросло число клеток с 
набухшими акросомами с 8 до 10-13% 
при использовании всех разбавите-
лей.  Число клеток со сморщенными и 
отсутствующими акросомами не изменя-
лось. Набухание акросом связано с холо-
довым шоком, одной из причин начала 
акросомной реакции. Но полученное в 
нашем исследовании число клеток с 
набухшей акросомой (10-13 %) при хра-
нении спермы в охлажденном виде в те-
чении 72 часов не мешает использовать 
сперму в искусственном осеменении. Ис-
кусственное осеменение кобыл такой 
спермой дало положительный результат 
(75 % оплодотворяемости).   Наиболее 
заметно проходило увеличение числа кле-
ток с патологическими хвостами, особен-
но при разбавлении средами ЛЦХЖ и 
Кенни и через 72 часа хранения наблюда-
лись достоверные различия с опытным 
разбавителем.   

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Таким образом, наблюдалось влияние 

разбавителя на переживаемость спермы 
жеребцов при охлаждении до 4-50С. Бо-
лее высокие показатели общей и прогрес-
сивной подвижности спермиев при хране-
нии в охлажденном виде в течении 72 ч 
были у спермы разбавленной опытной 
средой на основе ТРИС и фруктозы. Для 

увеличения периода сохранения подвиж-
ности спермиев, интактности акросом и 
снижения повреждений в области хвоста 
и шейки необходимо доработать состав 
разбавителя.  
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ABSTRACT 

Most equine artificial insemination is 
now carried out using chilled semen, as its 
fertilizing capacity is higher than cryo-
preserved semen. However, the possibility of 
long-term storage of chilled sperm is limited. 
The use of extenders allows to prolong the 
preservation of the biological value of 
chilled sperm. In this study, the survival rate 
and morphology of chilled stallion sperm 
were assessed using different extenders. 
Four extenders were used: LHСZh, recom-
mended by the All-Russian Research Insti-
tute of Horse Breeding, Kenny, widely used 
abroad, extender for cooling sperm of the All
-Russian Research Institute of Farm Animal 
Genetics and Breeding, and an experimental 
extender based on TRIS and fructose. A reli-
able difference was observed in the total and 
progressive motility of sperm diluted with 
the experimental and other media during 
storage for 24, 48 (P˂0.05) and 72 hours 
(P˂0.01). After storage for 72 hours, sperm 
diluted with the experimental extender had 
an average total motility over 50% and a 
progressive motility 48.2±3.67%, which 
makes it possible to use it for artificial in-
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semination. Evaluation of sperm morpholo-
gy showed good preservation of cells during 
72-hour storage at 4-50C when using all ex-
tenders. The results of this study showed 
preservation of sperm quality necessary for 
artificial insemination for 48 hours, and 
when diluted with the experimental extender 
for 72 hours. 
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