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РЕФЕРАТ 
Целью исследований явилось изучение влияния производных МСК на пере-
живаемость сперматозоидов быков-производителей. Количество собранных 
образцов составило 32. После взятия и оценки эякулята, проводили центри-
фугирование (600 оборотов – 7 минут), далее удаляли семенную плазму и 
проводили дальнейшее исследование по двум направлениям: 1. инкубация 
образцов (n=19) с со средой № 1 (кондиционированной средой МСК КМ бы-

ков (эксперимент № 1)); 2. инкубация образцов (n=13) Со средой № 2 (лизатом МСК КМ 
быков (эксперимент № 2)). При проведении 1-го эксперимента - инкубации образцов 
спермы быков-производителей со средой № 1, было зафиксировано непродолжительное 
время переживаемости (2 часа). При двухчасовой инкубации образцов в данной среде 
наблюдалось выраженное снижение количества прогрессивно двигающихся сперматозо-
идов в опытной группе в 2,6 раз (p≤0,05), в контрольной группе - в 4,7 раза (p≤0,05) по 
сравнению с показателями 0 часов инкубации. Достоверное снижение количества нор-
мальных форм сперматозоидов было зарегистрировано при оценке 2-х часовой инкуба-
ции спермы в опытной и контрольной группах в 1,1 раз (p≤0,05). Полученные данные 
указывают на низкую эффективность применения кондиционированной среды в аспекте 
улучшения качества спермы. На втором этапе исследований (эксперимент № 2) была 
проведена оценка эффективности применения среды № 2. При инкубации образцов в 
данных средах была зафиксирована четырехчасовая переживаемость сперматозоидов, 
анализ показателей подвижности и морфологии которых указывает на положительное 
влияние данных производных МСК на функциональную способность клеток, при этом 
на 4-й час инкубации количество прогрессивно подвижных сперматозоидов составило 
41,25±13,3%, количество морфологически нормальных сперматозоидов – 62,13±2,56%.  
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ВВЕДЕНИЕ/INTRODUCTION 
Молочное животноводство является 

основой продовольственной безопасности 
нашей страны. Рентабельность данной 
отрасли во многом зависит от эффектив-
ности использования вспомогательных 
репродуктивных технологий, одним из 
ключевых факторов успешности приме-
нения, которых, является качество спер-
мопродукции производителей и главным 
образом – срок переживаемости сперма-
тозоидов в половых путях самки. При 
проведении искусственного осеменения, 
сперматозоиды быков-производителей 
перемещаются из матки к верхней трети 
маточной трубы, где происходит оплодо-
творение. Процесс транспортировки спер-
матозоидов сопровождается их взаимо-
действием с секретом маточных труб, 
что, безусловно, отражается на функцио-
нальной способности мужских половых 
гамет [7].  Так, согласно данным Mahé C. 
с соавторами (2021), сперматозоиды в 
большом количестве задерживаются в 
перешейке маточной трубы, который яв-
ляется вторым селективным барьером за 
пределами шейки матки. У коров переше-
ек маточной трубы характеризуется рез-
ким ограничением диаметра матки и 
наличием складок слизистой оболочки, 
заполняющих просвет [10]. По данным 
Druart X. с соавторами (2009), у овец че-
рез 4 часа после осеменения наблюдалось 
большое количество сперматозоидов от 
основания рогов матки до перешейка ма-
точной трубы и резкое их снижение в 
маточной трубе. Согласно исследованиям 
Sumransap P. с соавторами (2007), Tum-
maruk P. с соавторами (2007), количество 
сперматозоидов баранов, локализованных 
в верхней части рога матки составило 
42%, в перешейке - только 0,5%.У коров 
через 18 ч после осеменения в матке было 
до 20 000 сперматозоидов и  только 2000 
в перешейке маточной трубы[13].Что ка-
сается качественных показателей сперма-
тозоидов, то у свиней, крыс, мышей и 
хомяков в нижней части маточной трубы 
были обнаружены только живые [3], по-
движные, морфологически нормальные 
[9] сперматозоиды, а также сперматозои-

ды, имеющие неповрежденную акросому 
[10]. Принимая во внимание вышеизло-
женные факты, а также особенности про-
ведения искусственного осеменения, ак-
туальным является разработка сред, уве-
личивающих длительность переживаемо-
сти сперматозоидов производителей, 
находящихся в половых путях самки. Ре-
зультаты, полученные в области клеточ-
ной биологии, указывают на перспектив-
ность применения производных мезенхи-
мальных стволовых клеток (МСК) - кон-
диционированной среды (КС) и лизата 
(КР) в репродуктивной медицине [2]. В 
связи с этим, целью исследований яви-
лось изучение влияния производных 
МСК на срок переживаемости спермато-
зоидов быков-производителей. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS 

Работу выполняли в научно-
образовательной лаборатории ФГБОУ ВО 
«Санкт‐Петербургский государственный 
университет ветеринарной медицины». 
Сперму получали от двух половозрелых 
быков (1,5 года) голштинской породы с 
помощью искусственной вагины IMV
(Франция). После взятия и оценки эякуля-
та (n=32), образцы центрифугировали 
(600 оборотов – 7 минут), удаляли семен-
ную плазму и проводили дальнейшее ис-
следование по двум направлениям: 1. ин-
кубация образцов (n=19) с кондициониро-
ванной средой МСК КМ быков 
(эксперимент № 1); 2. инкубация образ-
цов (n=13) с лизатом МСК КМ быков 
(эксперимент № 2) [1]. 

При оценке качества спермы прово-
дили исследование следующих показате-
лей: концентрации и подвижности (с по-
мощью камеры Маклера, увеличение 
10х10, предварительно образцы разводи-
ли 1:100). Степень подвижности оценива-
ли по следующим критери-
ям:прогрессивная, медленная прогрессив-
ная, непрогрессивная, неподвижные 
(согласно протоколу 6-го издания ВОЗ 
(2021)). Морфологию гамет определяли 
согласно критериям Крюгера, в качестве 
красителя использовали набор SpermBlue 
(Microptic, 100х10, иммерсионное масло).  
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Жировую ткань (ЖТ) и костный мозг 
(КМ) получали после седации диа-
зепамом (0.05 мг/кг внутривенно) и мест-
ной анестезии 2%-ным гидрохлоридом 
лидокаина у здоровых коров возрастом 1-
2 года в хозяйстве Ленинградской обла-
сти.  

Пункцию КМ (3 см3) брали после 
асептической подготовки кожи при помо-
щи иглы для биопсии из подвздошной 
кости и переносили в стерильную про-
бирку с гепарином. Пробирки с биомате-
риалом доставляли в лабораторию при 4 – 
8ºС в течение 2 часов. 

В лаборатории отдела разработки 
клеточных биотехнологий ООО «Стэм 
реновацио» биоматериал обрабатывали. 
Для проведения экспериментов по влия-
нию компонентов МСК на сохранность и 
поддержание качества спермы быков, 
клетки деконсервировали и культивиро-
вали в среде αMEM + 10 % FBS. Начиная 
с 3-го пассажа после размораживания, их 
использовали в работе.  

Кондиционированную среду (КС) 
отбирали через 96 ч культивирования в 
матрасах с 90-100% монослоем клеток.  

Для получения лизата МСК клетки 
культивировали в течение 96 ч до форми-
рования 90-100%, снимали при помощи 
0,05%-ного раствора трипсина в растворе 
Версена (ПанЭко, Россия), отмывали от 
диспергирующего раствора при помощи 
раствора PBS, считали в камере Горяева, 
готовили суспензию клеток в PBS с кон-
центрацией МСК 2*107 кл/мл, фасовали в 
криопробирки по 100 мкл.  Лизат МСК 
получали при помощи двукратной быст-
рой заморозки до -196оС – медленного 
оттаивания при комнатной температуре в 
течение 20 минут. Финальное оттаивание 
производили непосредственно перед до-
бавлением к сперматозоидам. 

При проведении эксперимента №1 
было сформировано две группы проб по 
19 образцов в каждой (n=19):  контроль-
ная (сперматозоиды 7х108кл/мл + фосфат-
но-солевой буфер (РВS) 100 мкл), опыт-
ная (сперматозоиды  7х108кл/мл) + среда 
№1 (кондиционированная среда (КС) 
МСК КМ в соотношении 1:1)).  При про-

ведении эксперимента №2  -  две группы 
проб по 13 образцов в каждой (n=13): 
контрольная (сперматозоиды 7х108кл/мл 
+ фосфатно-солевой буфер (РВS) 100 
мкл), опытная (сперматозоиды  7х108кл/
мл) + среда №2 (лизат (КР) МСК КМ в 
соотношении 1:1). С целью установления 
степени переживаемости сперматозоидов 
в средах, содержащих производные МСК 
(КС и КР), была проведена трёхэтапная 
оценка качества спермы: 0, 2 и 4 часа по-
сле инкубации при температуре 38℃. 
Сравнение значений производилось на 
каждом этапе инкубации (0, 2 и 4 часа) 
внутри каждой группы. При этом досто-
верными считались различия при p≤0,05. 
Статистическая обработка данных была 
проведена при помощи программы 
Stattech и Medstatistic «Медицинская Ста-
тистика» с вычислением показателей ва-
риационного ряда и t-критерий Стьюден-
та.  

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
Как известно, МСК это мультипо-

тентные стромальные клетки, присутству-
ющие во всех органах и тканях живого 
организма, способные дифференциро-
ваться в различные типы клеток и участ-
вовать в процессе регенерации. МСК и их 
производные имеют противовоспалитель-
ные свойства, способствуют формирова-
нию новых сосудистых сетей, эпителиза-
ции раневой поверхности, стимулирова-
нию к репарации резидентных стволовых 
клеток в месте повреждения. Кроме того, 
установлена способность МСК вызывать 
подавление образования активных форм 
кислорода и активных форм азота, а так-
же переноса здоровых митохондрий в 
повреждённые клетки [2].  

На первом этапе исследований 
(эксперимент № 1) была проведена оцен-
ка эффективности применения среды № 1 
(кондиционированной среды МСК) в ас-
пекте сохранения функциональной спо-
собности сперматозоидов. Результаты 
исследования отражены на рисунках 1 и 
2.  
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Рисунок 1 – Динамика прогрессивности движений сперматозоидов быков-
производителей в процессе двухчасовой инкубации со средой № 1 (M±m, n=19). 
Примечание: * - p≤0,05 (достоверно по сравнению с результатами 0 часов инкуба-

ции спермы). 

При проведении инкубации образцов 
спермы быков-производителей со средой 
№ 1, было зафиксировано непродолжи-
тельное время переживаемости спермато-
зоидов (2 часа).  

Результаты анализа двигательной ак-
тивности сперматозоидов при двухчасо-
вой инкубации в кондиционированных 
средах МСК указывают на выраженное 
снижение количества прогрессивно дви-
гающихся сперматозоидов в опытной 
группе в 2,6 раз (p≤0,05), в контрольной 
группе - в 4,7 раза (p≤0,05) по сравнению 
с показателями 0 часов инкубации. Было 
зарегистрировано увеличение количества 
медленно прогрессивно двигающихся 
сперматозоидов в опытной группе в 2,8 
раз (p≤0,05) и, напротив, уменьшение 
количественного значения данного пока-
зателя в контрольной группе (2,8 раз, 
p≤0,05). Наблюдалось увеличение количе-
ства непрогрессивно двигающихся спер-
матозоидов в опытной и контрольной 
группах на 2-й час инкубации в 2,8 раз 
(p≤0,05), а также выраженное увеличение 
количества неподвижных сперматозоидов 
в опытной и контрольной группах в 3,9  и 

6,6 раз (p≤0,05) соответственно.  
Результаты оценки морфологической 

структуры сперматозоидов отражены на 
рисунке 2.  

Согласно данным рисунка 2, сниже-
ние количества нормальных форм сперма-
тозоидов было зарегистрировано при 
оценке 2-х часовой инкубации спермы в 
опытной и контрольной группах в 1,1 раз. 
Наиболее выраженные изменения морфо-
логической структуры сперматозоидов 
были зафиксированы при оценке целост-
ности хвостовой части. Так, наблюдалось 
увеличение сперматозоидов с дефектами 
хвоста на 2-й час инкубации в опытной 
группе в 1,2 раз, в контрольной группе – в 
1,1 раз по сравнению с показателями 0 
часов инкубации. Таким образом, полу-
ченные данные указывают на низкую эф-
фективность применения кондициониро-
ванной среды в аспекте улучшения каче-
ства спермы.  

На втором этапе исследований 
(эксперимент № 2) была проведена оцен-
ка эффективности применения среды № 2 
(лизат МСК), результаты отражены на 
рисунках 3-4. При инкубации образцов в 
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средах, содержащих лизат МСК была 
зафиксирована четырехчасовая пережива-
емость сперматозоидов, анализ показате-
лей подвижности и морфологии которых 
указывает на положительное влияние 
данных производных МСК на функцио-
нальную способность клеток (рисунок 3).  

Так, было установлено достоверное 
уменьшение количества прогрессивно 
двигающихся сперматозоидов в кон-
трольной и опытной группах на 2-й час 
инкубации в  6,2 (p≤0,05) и 2,5 (p≤0,05)  
раз соответственно по сравнению с пока-
зателями 0 часов инкубации. Данная тен-

денция была зарегистрирована на 4-й час 
инкубации в образцах опытной группы с 
разницей значений в 2,0 раз (p≤0,05).    

Что касается динамики количества 
медленно прогрессивных сперматозои-
дов, то увеличение значений отмечалось 
на 2-й час инкубации в опытной и кон-
трольной группе в 1,03 и 6,0 (p≤0,05)   раз 
соответственно по сравнению со значени-
ями 0 часов. Далее, на 4-й час инкубации 
было зафиксировано уменьшение значе-
ния данного показателя преимущественно 
в опытной группе в 1,4 раз (p≤0,05) .  

Рисунок 2 – Результаты оценки морфологии сперматозоидов быков-
производителей в процессе двухчасовой инкубации со средой № 1 (M±m, n=19). 

При анализе результатов оценки мор-
фологической структуры сперматозоидов 
была зафиксирована тенденция к увели-
чению количества морфологически нор-
мальных клеток в процессе 4-х часовой 
инкубации в средах, содержащих лизат 
МСК в 1,03 и 1,1 (p≤0,05) раз по сравне-
нию с результатами 0 часов инкубации 

(рисунок 4). 
Было зарегистрировано уменьшение 

количества сперматозоидов с дефектами 
головки и хвоста в опытной группе на 4-й 
час инкубации в 1,3 (p≤0,05) и 1,1 раз по 
сравнению с результатами, полученными 
при оценке 0 часов инкубации. Что каса-
ется контрольной группы, то на 4-й час 
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инкубации отмечалась тенденция к сни-
жению количества нормальных спермато-
зоидов в 1,1 (p≤0,05) раз, увеличение 
сперматозоидов с дефектами головки – в 
1,1 раз, с дефектами хвоста – в 1,3 
(p≤0,05) раз.  

Таким образом, полученные результа-
ты указывают на выраженный положи-
тельный эффект применения компонента 
МСК – лизата по сравнению с кондицио-
нированной средой. При этом, нужно от-
метить, что ключевым механизмом, лежа-
щим в основе терапевтического действия 
МСК и их производных, является пара-
кринное действие их секретомных компо-
нентов, межклеточный транспорт мито-
хондрий и обмен внеклеточными везику-
лами, содержащими микроРНК, липиды и 
метаболиты [9].  

Согласно исследованиям Rogulska O. 
(2024), трофические факторы и воспали-
тельные модуляторы, высвобождаемые 
МСК, демонстрирует мощную терапевти-
ческую эффективность в многочисленных 

доклинических моделях и клинических 
испытаниях.  По данным Kavaldzhieva K. 
(2025), факторами роста, секретируемыми 
МСК, которые поддерживают ангиогенез 
и заживление ран, являются основной 
фактор роста фибробластов (bFGF), фак-
тор роста гепатоцитов (HGF), фактор ро-
ста эндотелия сосудов (VEGF), фактор 
роста тромбоцитов (PDGF), ангиопоэтин 
1 (ANG-1), фактор роста плаценты 
(PIGF), интерлейкин 6 (IL-6) и моноци-
тарный хемоаттрактантный белок 1 (MCP
-1). Установлены также антиоксидантные 
свойства секретома МСК, в частности 
высвобождая глутатион, HGF, IL-12 и S-
трансферазы P, МСК помогают противо-
стоять окислительному стрессу в повре-
жденных тканях. 

Рисунок 3 – Результаты оценки подвижности сперматозоидов быков-
производителей  в процессе четырёхчасовой инкубации со средой № 2 (M±m, n=13).  

Примечание: * - p≤0,05 (достоверно по сравнению с результатами 0 часов инкубации 
спермы) 
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Рисунок 4 – Результаты оценки морфологии сперматозоидов быков-производителей  
в процессе четырёхчасовой инкубации со средой № 2(M±m, n=13).  

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

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Таким образом, полученные результа-

ты указывают на возможность примене-
ния сред, содержащих производные МСК, 
для сохранения переживаемости сперма-
тозоидов в половых путях самки. При 
этом эффективным является использова-
ние лизата МСК, полученного из костно-
го мозга быков. Так, четырехчасовая ин-
кубация образцов в средах, содержащих 
данный компонент МСК способствует 
сохранению двигательной активности 
сперматозоидов, при этом на 4-й час ин-
кубации количество прогрессивно по-
движных сперматозоидов составило 
41,25±13,3%, количество морфологически 
нормальных сперматозоидов – 
62,13±2,56%. Что касается эффективно-
сти инкубации сперматозоидов в конди-
ционированных средах МСК, то продол-
жительность переживаемости спермато-
зоидов составила 2 часа, при этом количе-
ство прогрессивно подвижных спермато-
зоидов было 30,00±9,0%, количество мор-
фологически нормальных сперматозои-

дов – 66,33±4,55%. Учитывая полученные 
данные, актуальным является изучение 
регенеративного действия производных 
МСК, в частности лизата, на переживае-
мость сперматозоидов после оттаивания.  
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analysis of the effect of conditioned medium 
and lysate on the qualitative parameters of 
bull sperm. The number of collected samples 
was 32. After collecting and evaluating the 
ejaculate, centrifugation was performed (600 
rpm - 7 minutes), then the seminal plasma 
was removed and further research was car-
ried out in two directions: 1. incubation of 
samples (n = 19) with 1st extender 
(conditioned medium of bull BM MSCs 
(experiment No. 1)); 2. incubation of sam-
ples (n = 13) with 2d extender l(ysate of bull 
BM MSCs (experiment No. 2)). During the 
1st experiment - incubation of bull sperm 
samples with1st extender, a short survival 
time (2 hours) was recorded. During two-
hour incubation of samples in conditioned 
media of MSCs, a significant decrease in the 
number of progressively moving spermato-
zoa was observed in the experimental group 
by 2.6 times (p≤0.05), in the control group - 
by 4.7 times (p≤0.05) compared to the values 
of 0 hours of incubation. A reliable decrease 
in the number of normal forms of spermato-
zoa was recorded when evaluating a 2-hour 
incubation of sperm in the experimental and 
control groups by 1.1 times (p≤0.05). The 
obtained data indicate low efficiency of us-
ing conditioned medium in terms of improv-
ing sperm quality. At the second stage of the 
study (experiment No. 2), the efficiency of 
using MSCs lysate was assessed. When in-
cubating samples in 2d extender, a four-hour 
survival of spermatozoa was recorded, the 
analysis of motility and morphology indica-
tors of which indicates a positive effect of 
these MSC derivatives on the functional ca-
pacity of cells, while at the 4th hour of incu-
bation the number of progressively motile 
spermatozoa was 41.25±13.3%, the number 
of morphologically normal spermatozoa was 
62.13±2.56%. 
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