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РЕФЕРАТ 
Африканский клариевый сом (Сlarias gariepinus) – один из перспек-
тивных объектов современной аквакультуры. В естественной среде 
обитания у сома сезон размножения коррелирует с периодами макси-
мального количества осадков. Криоконсервация спермы в аквакуль-
туре широко используется для круглогодичного обеспечения гамета-
ми и последующего оплодотворения вне репродуктивных сезонов. 

Целью исследований явилась оптимизация методов криоконсервации спермы клариево-
го сома для использования на предприятиях аквакультуры юга России. Исследовано два 
состава среды-разбавителя и экспериментальная установка для контролируемого замора-
живания спермы сома в парах жидкого азота. Скоростной режим замораживания спермы 
рыб является видоспецифичным и подбирается для каждого вида рыб эксперименталь-
ным путем. Использование экспериментальной криокамеры из пенополистирола внут-
ренним размером (В×Ш×Д) 21×20×24,5 см и толщиной стенки 5,5 см позволило прове-
сти глубокое замораживание репродуктивных клеток сома со скоростью охлаждения 6,5 
градусов в минуту до температуры –80°С с дальнейшим погружением в жидкий азот (t= 
–196°C). В первом варианте опыта в состав среды-разбавителя входил базовый раствор 
(NaCl, KCl, CaCl2, NaHCO3) и диметилсульфоксид в концентрации 5 %. Во втором вари-
анте опыта к этому составу была добавлена глюкоза в концентрации 18 г/л. Среднее вре-
мя жизни сперматозоидов после оттаивания в опыте без глюкозы составило 46 сек., что 
на 5 сек. меньше, чем в опыте с глюкозой. В опыте с добавлением глюкозы доля по-
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движных сперматозоидов составила 40 %, тогда как в опыте без глюкозы лишь 20 %. 
Показано, что добавление к среде-разбавителю глюкозы обеспечивает наилучшую вы-
живаемость спермы африканского сома по показателям подвижности после оттаивания. 

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
Растущий спрос на рыбу и морепро-

дукты и истощение запасов дикой рыбы 
стимулировали интерес к аквакультуре 
как к устойчивой альтернативе производ-
ства продуктов питания [1]. В связи с чем 
в рыбоводстве возникла необходимость 
расширения ассортимента рыбной про-
дукции, произведенной в искусственных 
условиях.  

Согласно исследованиям, африкан-
ский клариевый сом – один из перспек-
тивных объектов современной аквакуль-
туры [2]. Он известен своей устойчиво-
стью к болезням и стрессу, высокой ско-
ростью роста, хорошей адаптацией к ши-
рокому диапазону параметров окружаю-
щей среды. Наличие наджаберного орга-
на для дыхания атмосферным кислоро-
дом позволяет выращивать его при уве-
личенной плотности посадки [3].  

В естественной среде обитания у со-
ма прерывистый годовой репродуктив-
ный цикл, а сезон размножения коррели-
рует с периодами максимального количе-
ства осадков [4], наилучшего качества 
сперма отбирается именно в период есте-
ственного нереста [5]. При содержании 
сомов в искусственных условиях период 
их нереста не всегда совпадает с техноло-
гическим процессом предприятия, от это-
го качество получаемой спермы значи-
тельно снижается. В связи с этим, крио-
консервация репродуктивных клеток сам-
цов рыб является одним из основных спо-
собов решения проблем, связанных с 
обеспечением рыбоводного хозяйства 
высококачественной спермой. Криокон-
сервация может помочь в поддержании 
популяции путем использования больше-
го количества спермы и при этом содер-
жать меньшее количество самцов в ма-
точном стаде [6]. Использование крио-
консервированной спермы рыб является 
самым простым и недорогим методом 
предотвращение пагубного влияния ин-
бридинга и генетического дрейфа, а так-
же сохранения геномов. 

Криоконсервация клеток включает 
несколько факторов, которые необходимо 
отрегулировать для каждого вида рыб для 
улучшения криовыживаемости спермы 
[7]. Результат глубокого замораживания 
будет зависеть от качества свежей спер-
мы, состава базового разбавителя, типа 
криопротектора и его концентрации, а 
также скорости замораживания и оттаива-
ния [8].  

Кривая охлаждения является значи-
мым фактором в процессе криоконсерва-
ции, который важен для снижения мета-
болизма сперматозоидов и может суще-
ственно повлиять на выживаемость спер-
матозоидов после размораживания [9]. В 
настоящее время разработаны програм-
мируемые устройства для криоконсерва-
ции спермы, которые позволяют выби-
рать желаемую кривую охлаждения. Од-
нако они недостаточно мобильны, а их 
стоимость очень высока по сравнению с 
более простыми методами криоконсерва-
ции, которые используются в полевых 
условиях [10]. При криоконсервации се-
мени сельскохозяйственных животных в 
полевых условиях обычно используют 
простые материалы для медленного охла-
ждения, такие как термоконтейнеры со 
льдом или бытовые холодильники, а для 
замораживания используются пенопла-
стовые коробы с жидким азотом [11]. Не-
смотря на их низкую стоимость и мобиль-
ность, проблемой этих методов является 
отсутствие стандартизации кривой охла-
ждения из-за большого разброса в разме-
ре и толщине короба, времени заморажи-
вания, внешних условий использования, 
что приводит к разбросу результатов 
криоконсервации [10].  

Вторым важным моментом при разра-
ботке методики криоконсервации спермы 
африканского сома является подбор крио-
протектора. Сперма африканского сома 
была впервые успешно криоконсервиро-
вана Steyn с соавторами [12], которые 
получили 40 % подвижности сперматозо-
идов через 24 часа хранения клеток в 
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жидком азоте. Позже было показано, что 
эффективной является среда, включаю-
щая глюкозу с диметилсульфоксидом 
(ДМСО) [13]. Несмотря на достигнутые 
успехи в криоконсервации репродуктив-
ных клеток африканского сома, получен-
ные результаты часто невоспроизводимы 
и не всегда обеспечивают высокий про-
цент выживаемости дефростированных 
сперматозоидов. Это связано с тем, что на 
процесс криоконсервации оказывает вли-
яние большое количество факторов: фи-
зиологическое состояние производителей, 
качество репродуктивных клеток, инди-
видуальные особенности рыб разных по-
пуляций, физические факторы и т.д. [14]. 
В связи с этим, в настоящее время акту-
альным направлением исследований яв-
ляется адаптирование технологий крио-
консервации спермы клариевого сома, 
разработанных в странах с его естествен-
ной средой обитания, для условий рыбо-
водных предприятий юга России, путём 
подбора оптимального состава криопро-
текторной среды. 

В связи с вышеизложенным, целью 
исследований явилась оптимизация мето-
дов криоконсервации спермы клариевого 
сома для использования на предприятиях 
аквакультуры юга России. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS 

Материалом исследований служила 
сперма африканского сома (Clarias 
gariepinus Burchell, 1822), отобранная от 
двух самцов. Самцы-производители со-
держались в установке замкнутого водо-
снабжения. Температура воды в бассейне 
с самцами африканского сома составляла 
21 °С. Для получения репродуктивных 
клеток предварительно была проведена 
гормональная инъекция гипофизом карпа 
с дозой 4,5 мг на 1 кг массы тела. 

Из-за биологических особенностей 
репродуктивной системы самцов сома, 
семенники получали у рыб, предвари-
тельно анестезированных и умерщвлен-
ных в соответствии с международными 
нормами лабораторной практики. По-
лость тела осторожно вскрывали стериль-
ным скальпелем, чтобы не повредить се-

менники. Далее семенники извлекали, 
обтирали фильтровальной бумагой и по-
мещали в чашку Петри. Для высвобожде-
ния спермы из семенников делали не-
сколько надрезов. Вытекшую сперму со-
бирали стерильным шприцем. Для иссле-
дования использовали сперму сома с ак-
тивностью 4 и 5 баллов, определяемую по 
шкале Персова [15]. Качество спермы 
оценивали до и после глубокого замора-
живания, для этого определяли процент 
сперматозоидов с поступательными и 
колебательными движениями и время их 
движения. Процентное содержание по-
движных сперматозоидов определяли с 
помощью бинокулярного микроскопа 
Микмед-5 с видеоокуляром НВ-200 
(ЛОМО, Россия) после добавления к 
сперме воды в качестве активирующего 
раствора в соотношении 1:1000. Время 
движения сперматозоидов определяли от 
момента активации спермы водой до пре-
кращения движения последних спермато-
зоидов в поле зрения микроскопа с ис-
пользованием секундомера.  

В состав базовой среды-разбавителя 
входили NaCl (6,5 г/л), KCl (0,25 г/л), 
CaCl2 (0,2 г/л), NaHCO3 (2 г/л). В качестве 
основного компонента криопротектора 
использовали диметилсульфоксид 
(ДМСО). В первом варианте опыта при-
меняли базовую среду-разбавитель и 
ДМСО в концентрации 5 %. Во втором 
варианте опыта к этому составу была до-
бавлена глюкоза в концентрации 18 г/л. 
Разбавление спермы проводили в соотно-
шении 1:1 и оставляли на эквилибрацию в 
течение 12 минут при температуре +4 °С, 
далее распределяли по трем маркирован-
ным криопробиркам с завинчивающими-
ся крышками объемом 2 мл. Перед замо-
раживанием оценивали качество спермы 
в каждой пробирке по 3 раза (n=9) во всех 
вариантах опыта.  

Пробирки с материалом заморажива-
ли двухэтапным протоколом заморажива-
ния: сначала медленным охлаждением до 
температуры –80 °С с дальнейшим быст-
рым погружением проб в жидкий азот (–
196 °С). Первый этап замораживания про-
водили с использованием эксперимен-
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тальной установки. Для этого использова-
ли криокамеру из пенополистирола внут-
ренним размером (В×Ш×Д) 21×20×24,5 
см и толщиной стенки 5,5 см. На дно по-
мещали перфорированную полку высотой 
8 см, которая позволяет установить шта-
тив с криопробирками в парах азота. 
Жидкий азот наливали в криокамеру до 
отметки на 1,5 см ниже уровня полки, 
после чего криокамеру закрывали крыш-
кой для равномерного охлаждения каме-
ры и стабилизации температруры (5 
мин.). Для измерения температуры ис-
пользовали цифровой двухканальный 
термометр GM1312 с датчиками K-типа 
(диапазон измерения температуры от –
200 ºC до +1372 ºC). Один датчик темпе-
ратуры помещали в пробирку, а второй 
датчик находился в боксе, в соответствии 
с рисунком 1. Таким образом фиксирова-
ли температуру исследуемого материала 
и внешнюю температуру в боксе. Ско-
рость охлаждения определяли при помо-
щи секундомера. Бокс с пробирками и 
установленными термопарами помещали 
в подготовленную криокамеру с жидким 
азотом и плотно закрывали крышкой. 

Рисунок 1 – Экспериментальная  
установка для контролируемого замо-

раживания в парах жидкого азота. 

После достижения температуры в 
пробирке с материалом отметки –80 °С, 
все пробирки переносили пинцетом в ста-
кан для замораживания и опускали его в 
сосуд Дьюара с жидким азотом (–196 °С). 
Оттаивание проб проводили на водяной 
бане при температуре +38 °С в течение 1 
минуты и далее до полного оттаивания 
проб при комнатной температуре. После 

оттаивания спермы проводилась трех-
кратная оценка качественных показателей 
репродуктивных клеток во всех опытных 
вариантах. 

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
Для проведения эксперимента было 

отобрано и проинъецировано два самца 
африканского сома. После оценки каче-
ства полученной спермы выяснили, что 
сперма у самца № 2 непригодна для крио-
консервации, так как доля живых сперма-
тозоидов составила 30 % (табл. 1). В свя-
зи с чем было принято решение использо-
вать сперму лишь от самца № 1. Вы-
бор был сделан в пользу наиболее репре-
зентативного образца, соответствующего 
строгим критериям отбора для достовер-
ной оценки эффективности методики 
криоконсервации. Проведение исследова-
ний на сперме высокого каче-
ства позволило исключить влияние низ-
кокачественного материала на результа-
ты. Использование спермы от одного сам-
ца-производителя позволило минимизи-
ровать влияние индивидуальных разли-
чий и обеспечить стандартизацию усло-
вий при исследовании двух составов сре-
ды-разбавителя. Данные исследования 
носили пилотный характер. Криоконсер-
вация спермы от одного самца-
производителя рассматривалась как мо-
дель исследования, в дальнейшем же экс-
перименты будут продолжены и проведе-
ны с использованием большего количе-
ства спермы, полученной от разных сам-
цов, для достоверного подтверждения 
пригодности технологии заморозки ре-
продуктивных клеток для данного вида 
рыб. 

Процесс первого этапа заморажива-
ния (медленного) от +18 °С до –80 °С 
занял 15 минут. Кривая охлаждения пред-
ставлена на рисунке 2. Скоростной режим 
замораживания спермы рыб является ви-
доспецифичным и подбирается для каж-
дого вида рыб экспериментальным путем. 
Исходя из полученных данных, определи-
ли среднюю скорость охлаждения замора-
живаемого материала, которая составила 
6,5 градуса в минуту.  Подвижность спер-
матозоидов африканского сома до и после 
размораживания представлены в табл. 2.  
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Таблица 1 – Рыбоводно-биологические показатели самцов африканского сома 

Показатель Самец № 1 Самец № 2 

Масса самца, г 1460 1215 

Доза гипофиза на самца, мг 6,6 5,5 

Доля подвижных сперматозоидов, % 90 ± 1 30 ± 2 

Время жизни сперматозоидов, с 60 ± 3 35 ± 3 

Рисунок 2 – Кривая скорости  
охлаждения репродуктивных клеток  

в экспериментальной установке. 

Таблица 2 – Подвижность сперматозоидов африканского сома до  
и после размораживания 

Вариант  
опыта 

До замораживания  
(после эквилибрации) 

После оттаивания 

%  
подвижности 

время жизни, с 
%  

подвижности 
время жизни, с 

Нативная 
сперма 

90 ± 1 60 ± 3 0 0 

ДМСО 5% 90 ± 1 42 ± 4 20 ± 5 46 ± 2 

ДМСО 5% + 
глюкоза 

90 ± 1 55 ± 2 40 ± 1 51 ± 1 

После эквилибрации спермы совмест-
но с криопротектором наблюдали сниже-
ние подвижности сперматозоидов. 
Наибольшее снижение подвижности кле-
ток отмечено в варианте опыта без добав-
ления глюкозы, где время подвижности 
составило 42 секунды. Добавление 5 % 
ДМСО в криосреду в 1,4 раз сокращает 
время подвижности сперматозоидов аф-
риканского сома перед замораживанием. 
Проведенное исследование доказывает 
негативное влияние ДМСО на сперму 
африканского сома, проявляющееся в 
ухудшении ее рыбоводных качеств. Ис-
пользование глюкозы в составе криопро-
тектора во время эквилибрации позволяет 
сохранить подвижность сперматозоидов 
на уровне, приближенном к нативной 
сперме. 

Добавление к протектору глюкозы 
обеспечивает наилучшую защиту спермы 
в отношении параметров подвижности 
после размораживания. Так, в опыте с 
добавлением глюкозы, доля подвижных 
сперматозоидов составила 40 %, тогда как 
в опыте без глюкозы лишь 20 %. Ранее 
учеными было доказано, что сахара в со-
ставе криопротектора стабилизируют 
мембраны, увеличивают осмоляльность 
внеклеточного пространства, что приво-
дит к дегидратации клеток и снижению 
частоты образования внутриклеточного 
льда [16].  

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Таким образом, показана возможность 

использования мобильной криокамеры 
для криоконсервации спермы африкан-
ского сома в условиях рыбоводных пред-
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приятий. Скорость охлаждения 6,5 граду-
сов в минуту и использование в составе 
криопротектора ДМСО (5 %) и глюкозы 
(18 г/л) позволило получить 40 % живых 
клеток после оттаивания.  

В связи с тем, что скорость охлажде-
ния для каждого вида рыб специфична, 
необходимо провести дальнейшие иссле-
дования по подбору скоростного режима 
охлаждения спермы африканкого сома. 
Регулировать скорость охлаждения в экс-
периментальной криокамере возможно 
путем повышения или понижения уровня 
жидкого азота.   

Проведенные предварительные иссле-
дования показали, что содержание в со-
ставе криопротектора глюкозы в концен-
трации 18 г/л позволяет в 2 раза увеличть 
долю подвижных сперматозоидов афри-
канского сома после криоконсервации (40 
%) относительно варианта опыта, где 
глюкоза в составе криопротектора отсут-
ствует (20 %). Глюкоза играет важную 
роль в защите клеток от криоповрежде-
ний, однако эффективна в узком диапа-
зоне концентраций, в связи с чем пер-
спективны исследования по подбору оп-
тимальной концентрации глюкозы в со-
ставе криопротектора для спермы афри-
канского сома. 
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ABSTRACT 

African sharptooth catfish (Сlarias 
gariepinus) is one of the promising objects 
of modern aquaculture. In the natural habitat, 
the breeding season of catfish correlates with 
periods of maximum rainfall. Cryopreserva-
tion of sperm in aquaculture is widely used 
to provide gametes for fertilization year-
round outside the reproductive seasons. The 
aim of the research was to optimize the 
methods of cryopreservation of sharptooth 
catfish sperm for use in aquaculture enter-
prises in the south of Russia. Two cryopro-
tectant compositions and an experimental 
setup for controlled freezing of catfish sperm 
in liquid nitrogen vapor were studied. The 
speed mode of freezing fish sperm is species
-specific and is selected for each fish species 
experimentally. Using an experimental cry-
ochamber made of expanded polystyrene 
with the internal dimensions (H×W×D) of 
21×20×24.5 cm and a wall thickness of 5.5 
cm made it possible to deep freeze the repro-
ductive cells of catfish at a cooling rate of 
6.5 degrees per minute to a temperature of –
80°C with further immersion in liquid nitro-
gen (t= –196°C). In the first version of the 
experiment, the cryoprotector included a 
basic solution (NaCl, KCl, CaCl2, NaHCO3) 
and dimethyl sulfoxide at a concentration of 
5%. In the second version of the experiment, 
glucose at a concentration of 18 g/l was add-
ed to this composition. The average lifetime 
of spermatozoa after thawing in the experi-
ment without glucose was 46 sec., which is 5 
sec. less than in the experiment with glucose. 
In the experiment with the addition of glu-
cose, the proportion of motile spermatozoa 
was 40%, while in the experiment without 
glucose it was only 20%. It has been shown 
that addition of glucose to the protector pro-
vides the best survival of African catfish 
sperm in terms of motility after thawing. 
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