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РЕФЕРАТ 
Криоконсервация половых гамет является важной составляющей программ 
вспомогательных репродуктивных технологий. Учитывая свойствамезенхи-
мальных стволовых клеток (МСК) и их производных, главным образом регене-
рация (за счет цитокинов, факторов роста, экзосом), целью данной работы яви-
лось изучение применения лизата МСК в качестве реабилитационной среды 
для размороженной спермы быков-производителей. Лизатмезенхимальных 

стволовых клеток (МСК) — это продукты разрушения МСК, содержащие их биологиче-
ски активные компоненты: белки, нуклеиновые кислоты, экзосомы, факторы роста и 
метаболиты. Было сформировано 2 группы проб спермы быков-производителей после 
оттаивания по 15образцов в каждой: контрольная, опытная группа. Образцы опытной 
группы смешивали со средой, содержащей лизат МСК, контрольной группы - сфосфатно
-солевым буфером (РВS) в соотношении 1:1. Оценку качественных показателей спермы 
(подвижность, морфология) проводили спустя 0, 2 и 4 часа инкубации. Проверка стати-
стической гипотезы о различии опыта и контроля проводилась с помощью Т-критерия 
Вилкоксона.Установлено, что четырехчасовая инкубации сперматозоидов после оттаи-
вания в средах, содержащих лизат МСК способствует(р<0,05) сохранению наибольшего 
количества морфологически нормальных сперматозоидов (71,53±3,21%) с наименьшим 
содержанием дефектов головки (8,87±1,10%) и хвоста (18,33±2,27%).Обнаружены стати-
стически достоверные различия (р<0,05), в количестве прогрессивно подвижных и непо-
движных сперматозоидов на 4-й час инкубации.Число прогрессивно подвижных сперма-
тозоидов было больше в опытной группе в 1,4 раза, неподвижных в контрольной группе 
— в 1,3 раза.Полученные данные определяют перспективность использования компо-
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нента МСК – лизата в качестве реабилитационной среды для сперматозоидов после отта-
ивания. Однако для точного определения механизма воздействия необходимо продол-
жить исследования.  

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
Криоконсервация половых гамет яв-

ляется важной составляющей программ 
вспомогательных репродуктивных техно-
логий. Это метод длительного сохране-
ния генетического материала путём замо-
раживания в жидком азоте (−196°C). Дан-
ная процедура позволяет сохранить жиз-
неспособность и фертильность спермато-
зоидов в течение длительного времени. 
Вместе с тем, воздействие разного диапа-
зона температур, связанное с процедурой 
криоконсервации и оттаивания, сопро-
вождается морфофункциональными из-
менениями в сперматозоидах быков-
производителейи в частности, приводит к 
снижению подвижности сперматозоидов 
после разморозки/оттаивания. По данным 
WatsonP. F. и др. (2000), сохранение про-
грессивной подвижности наблюдается у 
40-60% мужских половых гамет, что свя-
зано с повреждением клеточных мембран 
из-за образования кристаллов льда. Кро-
ме того, согласно исследовани-
ямThomsonL.K. и др. (2009), процедура 
сопровождается увеличением долиспер-
матозоидов с фрагментаций ДНК и с 
нарушением целостности акросомы 
(J.LBailey, 2003). После оттаивания реги-
стрируют снижение переживаемости 
сперматозоидов и уменьшение продолжи-
тельностиих жизни в половых путях сам-
ки. По данным AitkenR. Jи BakerM. A. 
(2020), во время криоконсервации образу-
ются активные формы кислорода, повре-
ждающие липиды мембран и митохон-
дрию средней части шейки сперматозои-
да. Таким образом, перспективным 
направлением является разработка сред и 
средовых компонентов, обеспечивающих 
максимальную сохранность сперматозои-
дов во время криоконсервации, а также 
после оттаивания. Особую актуальность 
имеет разработка реабилитационных 
сред, способствующих запуску процесса 
регенерации структурных элементов 
мужских половых клеток и обеспечиваю-
щих более длительнуюпереживаемость 

сперматозоидов. Учитывая свойстваме-
зенхимальных стволовых клеток (МСК) и 
их производных, главным образом регене-
рация (за счет цитокинов, факторов роста, 
экзосом), целью данной работы явилось 
изучение применения лизата МСК в каче-
стве реабилитационной среды для размо-
роженной спермы быков-производителей.  

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ/
MATERIALS AND METHODS 

Работу выполняли в научно-
образовательной лаборатории кафедры 
генетических и репродуктивных биотех-
нологий ФГБОУ ВО «Санкт‐
Петербургский государственный универ-
ситет ветеринарной медицины».  

Замороженные образцы (n=30) были 
получены в АО «Невское»от быков-
производителей голштинской и айшир-
ской пород в возрасте от 1,5 до 3-х лет. 
Оттаивание спермы проводили в условиях 
водяной бани при температуре 38℃ в 
течение 30 секунд. Сразу же после оттаи-
вания спермы были сформированы опыт-
ная (n=15) и контрольная (n=15) группы. 
Образцы опытной группы смешивали со 
средой, содержащей лизат МСК, кон-
трольной группы —сфосфатно-солевым 
буфером (РВS) в соотношении 1:1. Инку-
бацию проводили в течение 4-х часов при 
температуре 38°С.  Качественные показа-
телей спермы (подвижность, морфология) 
оценивали спустя0, 2 и 4 часа инкубации.  
Оценку подвижности проводили с помо-
щью камеры Маклера (увеличение 10х10). 
Степень подвижности оценивали по сле-
дующим критериям: прогрессивная, мед-
ленная прогрессивная, непрогрессивная, 
неподвижные (согласно протоколу 6-го 
издания ВОЗ (2021)). Морфологию гамет 
определяли согласно критериям Крюгера, 
в качестве красителя использовали набор 
SpermBlue (Microptic, увеличение с ис-
пользованием объектива 100х10, иммер-
сионное масло).  

Костный мозг (КМ)получали после 
седации диазепамом (0,05 мг/кг внутри-
венно) и местной анестезии 2%-ным гид-
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рохлоридом лидокаина у здоровых коров 
возрастом 1-2 года в хозяйстве Ленин-
градской области. Пункцию КМ (3 см3) 
брали после асептической подготовки 
кожи при помощи иглы для биопсии из 
подвздошной кости и переносили в сте-
рильную пробирку с гепарином. Пробир-
ки с биоматериалом доставляли в лабора-
торию при 4 – 8ºС в течение 2 часов. В 
лаборатории отдела разработки клеточ-
ных биотехнологий ООО 
«Стэмреновацио» биоматериал обрабаты-
вали. Для проведения экспериментов по 
влиянию компонентов МСК на сохран-
ность и поддержание качества спермы 
быков, клетки деконсервировали и куль-
тивировали в среде αMEM + 10 % FBS. 
Начиная с 3-го пассажа после разморажи-
вания, их использовали в работе. Для по-
лучения лизата МСК клетки культивиро-
вали в течение 96 ч до формирования 90-
100%, снимали при помощи 0,05%-ного 
раствора трипсина в растворе Версена 
(ООО «НПП «Панэко», Россия), отмыва-
ли от диспергирующего раствора при по-
мощи раствора PBS, считали в камере 
Горяева, готовили суспензию клеток в 
PBS с концентрацией МСК 2•107 кл/мл, 
фасовали в криопробирки по 100 мкл.  
Лизат МСК получали при помощи дву-
кратной быстрой заморозки до −196℃— 
медленного оттаивания при комнатной 
температуре в течение 20 минут. Финаль-
ное оттаивание производили непосред-
ственно перед добавлением к сперматозо-
идам. 

Статистическая обработка данных 
была проведена при помощи программы 
Stattech и Medstatistic «Медицинская Ста-
тистика» с вычислением показателей ва-
риационного ряда.В связи с размером 
выборки проверка статистической гипоте-
зы о различии опыта и контроля проводи-
лась с помощью Т-критерия Вилкоксона 
для парных сравненийпри помощи языка 
программирования R в среде разработки 
Rstudio (v. 2025.05.1+513). 

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
Лизатмезенхимальных стволовых кле-

ток (МСК) — это продукты разрушения 
МСК, содержащие их биологически ак-

тивные компоненты: белки, нуклеиновые 
кислоты, экзосомы, факторы роста и ме-
таболиты. Они сохраняют терапевтиче-
ский потенциал МСК, но при этом проще 
в производстве и хранении. 

Результаты икубации образцов спер-
мы с лизатом МСК (опытная группа) и 
фосфатно-буферном раствором 
(контрольная группа) представлены на 
рисунках 1 и 2.  

Согласно данным рисунка 1, стати-
стически значимая разница значений бы-
ла зарегистрирована между контрольной 
и опытной группами при оценке количе-
ства нормальных сперматозоидовсразу 
после оттаивания (р<0,05), а также спустя 
4 часа инкубации (р<0,05). При этом 
наибольшее количество морфологически 
нормальных сперматозоидов было заре-
гистрировано в опытной группе.  

При анализе дефектов головки спер-
матозоидов статистически значимая раз-
ница была зарегистрированаспустя 0 ча-
сов инкубации(р<0,05), при этом разница 
средних значений составила 1,4 раза с 
наибольшим количеством в контрольной 
группе. Данная тенденция наблюдалась 
также при анализе дефектов хвоста на 2-й 
и 4-й часы инкубации (р<0,05), где разни-
ца средних значений составила 1,2 раза.  

Таким образом, четырехчасовая инку-
бации сперматозоидов после оттаивания 
в средах, содержащих лизат МСК способ-
ствует сохранению наибольшего количе-
ства морфологически нормальных спер-
матозоидов с наименьшей встречаемость-
юдефектов головки и хвоста. 

Результаты оценки подвижности 
сперматозоидов в процессе четырехчасо-
вой инкубации в фосфатно-солевом буфе-
ре и средах, содержащих лизат МСК от-
ражены на рисунке 2. 

Согласно данным рисунка 2, стати-
стически значимая разница значений бы-
ла зафиксирована при анализе подвижно-
сти сперматозоидов на 4-й час инкуба-
ции, в частности – количество прогрес-
сивно подвижных сперматозоидов было 
больше(р<0,05) в опытной группе в сред-
нем в 1,4 раза, неподвижных в контроль-
ной группе(р<0,05)—в 1,3 раза. Получен-
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ные результаты указывают на преимуще-
ственное сохранение подвижности спер-

матозоидов при инкубации в средах, со-
держащих лизат МСК. 

Рисунок 1 – Результаты оценки морфологии сперматозоидов быков-
производителей в процессе четырехчасовой инкубации с лизатом МСК (M±m, n=15). 

Примечание: * - p-value <0,05. 

Рисунок 2 – Результаты оценки подвижности сперматозоидов быков-
производителей в процессе четырехчасовой инкубации с лизатом МСК (M±m, n=15). 

Примечание: *- p-value <0,05. 
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ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Полученные данные определяют пер-

спективность использования компонента 
МСК – лизата в качестве реабилитацион-
ной среды для сперматозоидов после от-
таивания. Анализ литературных данных 
подтверждает свойства МСК в аспекте 
положительного воздействия на сперма-
тозоиды. Так, МСК, трансплантирован-
ные в семенники животных с химической 
или хирургической моделью азооспер-
мии, продемонстрировали способность 
индуцировать сперматогенез и/или диф-
ференцироваться в половые клетки.  Было 
показано несколько возможных механиз-
мов восстановления функции семенников 
при МСК-индуцированной регенерации 
тканей: 1. участие МСК  в подавлении 
антиспермальных антител (ASA) [2]; 2. 
снижение факторов, приводящих к бес-
плодию, за счет уменьшения апоптоза [5]; 
3. снижение окислительного стресса [1] и 
стимуляция выработки тестостерона [6] с 
дифференцировкой в клетки Лейдига [10]; 
4. взаимодействие МСК с эндогенными 
клетками, восстанавливая функцию по-
врежденных клеток [7].  

Принимая во внимание полученные 
данные, среды, содержащие лизат МСК, 
можно рассматривать в качестве реабили-
тационных сред для сперматозоидов по-
сле оттаивания. Однако, для точного 
определения механизма воздействия 
необходимо продолжить исследования. 
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ABSTRACT 
Cryopreservation of gametes is an im-

portant component of assisted reproductive 

technology programs. Considering the prop-
erties of mesenchymal stem cells (MSCs) 
and their derivatives, mainly regeneration 
(due to cytokines, growth factors, exo-
somes), the aim of this work was to study 
the use of MSC lysate as a rehabilitation 
medium for defrosted sperm of breeding 
bulls. Mesenchymal stem cell (MSC) lysate 
is a product of MSC destruction containing 
their biologically active components: pro-
teins, nucleic acids, exosomes, growth fac-
tors and metabolites. After thawing, two 
groups of bull sperm samples were formed: 
control and experimental, 15 samples each. 
Samples of the experimental group were 
mixed with a medium containing MSC ly-
sate, and those of the control group were 
mixed with phosphate-buffered saline (PBS) 
in a 1:1 ratio. Sperm quality parameters 
(motility, morphology) were assessed after 
0, 2 and 4 hours of incubation. Due to the 
sample size, the statistical hypothesis about 
the difference between the experiment and 
the control was tested using the Wilcoxon t-
test for paired. It was found that four-hour 
incubation of spermatozoa after thawing in 
media containing MSC lysate helps to pre-
serve the greatest number of morphological-
ly normal spermatozoa (71.53±3.21%) with 
the lowest content of head (8.87±1.10%) and 
tail (18.33±2.27%) defects. Statistically sig-
nificant differences (p<0.05) were found in 
the number of progressively motile and im-
mobile spermatozoa at the 4th hour of incu-
bation. The mean value of progressively 
motile spermatozoa was 1.4 times higher in 
the experimental group, and the mean num-
ber of immobile spermatozoa in the control 
group was 1.3 times higher. The obtained 
data prove the prospects of using the MSC 
component - lysate as a medium for sperma-
tozoa rehabilitation after thawing. However, 
further research is needed to precisely deter-
mine the mechanism of action. 
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