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РЕФЕРАТ 
В исследовании рассматривается влия-
ние цикла криоконсервации на показа-
тели жизнеспособности и функциональ-
ной активности сперматозоидов в инди-
видуальных эякулятах петухов. Анализ 

экспериментов выявил, что в свежей сперме доля живых сперматозоидов составляет в 
среднем 77,16±1,93%, при этом процент клеток с высоким митохондриальным мембран-
ным потенциалом (ΔΨm) остается высоким и составил в среднем значении 81,07±1,52% 
при низком коэффициенте корреляции (5,93%), что свидетельствует о высокой жизне-
способности и энергетической активности клеток. После криоконсервации наблюдается 
существенное снижение процента живых клеток (до 52,12±3,99%), а также снижение 
доли клеток с высоким митохондриальным потенциалом (на 33,41%), и увеличение доли 
клеток с признаками некроза (на 12,37%). Взаимосвязь между показателями активности 
митохондрий и жизнеспособности указывает на важную роль митохондриального мем-
бранного потенциала, как прогностического маркера качества заморожено/оттаянного 
семени. Высокая индивидуальная вариативность показателей после цикла заморажива-
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ния/оттаивания свидетельствует о гетерогенности популяции петухов породы царско-
сельская по криоустойчивости, что важно учитывать при разработке эффективных мето-
дов криоконсервации. Результаты подчеркивают целесообразность использования пока-
зателей жизнеспособности и функциональной активности (митохондриальный мембран-
ный потенциал) при оценке качества и прогнозировании эффективности криосохранно-
сти спермы петухов. 

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
Криоконсервация мужских гамет сель-

скохозяйственных животных и птиц на 
сегодняшний день является одним из са-
мых эффективных методов сохранения 
генетических ресурсов, а для птиц - един-
ственным возможным способом хранения 
репродуктивных клеток. Несмотря на 
многолетние исследования, направленные 
на разработку, совершенствование и 
внедрение протоколов долговременного 
хранения спермы в условиях сверхнизких 
температур, показатели жизнеспособно-
сти, функциональной активности заморо-
жено/оттаянного семени петухов остают-
ся на низком уровне в сравнении с други-
ми видами сельскохозяйственных живот-
ных, что сказывается на фертильности 
оттаянных сперматозоидов [1]. При этом 
рядом исследований отмечено, что, поми-
мо особей с высокими показателями за-
морожено/оттаянного семени, выявлены 
производители, чья сперма имеет низкую 
криоустойчивость, что характеризуется 
снижением общей подвижности сперма-
тозоидов вследствие нарушений морфо-
функциональных характеристик 
(митохондриальная активность) и целост-
ности мембраны (жизнеспособность) 
[2,3].   

На сегодняшний день существующие 
рутинные методы оценки, используемые 
при анализе свежеполученных эякулятов, 
не позволяют в полной мере спрогнозиро-
вать качество заморожено/оттаянного 
семени, а также выявить ранние признаки 
дефектов, которые, при отсутствии види-
мых внешних повреждений мужской га-
меты, могут указывать на начальные ста-
дии внутриклеточных патологий [4]. Вы-
явление морфофункциональных характе-
ристик жизнеспособности мужских гамет, 
коррелирующих с криоустойчивостью 
спермы, позволит совершенствовать уже 
имеющиеся протоколы криоконсервации, 

что, в свою очередь, даст возможность 
улучшить показатели жизнеспособности 
и оплодотворяющей способности заморо-
жено-оттаянной спермы птиц. 

Цель исследования – с использовани-
ем комплексной сравнительной морфо-
функциональной оценки показателей 
жизнеспособности (целостность плазма-
тических мембран) и митохондриальной 
активности нативных и заморожено/
оттаянных сперматозоидов индивидуаль-
ных эякулятов петухов проанализировать 
деструктивные процессы в сперматозои-
дах, вызванные циклом криоконсервации. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS 

Исследование проводилось на базе 
ЦКП «Генетическая коллекция редких и 
исчезающих пород кур», ВНИИГРЖ в 
2025 году. Объектом исследования слу-
жила сперма петухов (Gallus gallus 
domesticus), (♂n = 10) породы царскосель-
ская (селекция ВНИИГРЖ) в возрасте 61–
63 недель. Сперму собирали методом аб-
доминального массажа 
(Burrows and Quinn) [5] в пенициллино-
вые флаконы дважды в неделю в течение 
двух недель. Объем эякулята составлял от 
0,14 до 0,67 мл. Образцы нативной спер-
мы с общей подвижностью сперматозои-
дов ниже 80% не использовали. Для крио-
консервации к эякулятам добавляли раз-
бавитель ЛКС-1 в соотношении 1:1, после 
чего образцы разбавленного семени экви-
либрировали при t = 5 °С в течение 40 
мин. Затем в каждый образец вносили N, 
N-диметилацетамид (DMA) ( Sigma 
Aldrich, США) до конечной концентрации 
6%, и производили криоконсервацию в 
гранулах по методике, разработанной 
Л.Е. Нарубиной, А.Д. Курбатовым и др., 
путем прямого накапывания семени в 
жидкий азот [6, 7]. Размораживание гра-
нул производили на нагретой металличе-
ской пластине (t = 60 °С), после чего про-
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изводили анализ сперматозоидов. 
Жизнеспособность клеток оценивали с 

помощью набора для определения 
апоптотических клеток (Annexin V-AF488 
Apoptosis Detection Kit, Lumiprobe, Рос-
сия) в соответствии с инструкцией произ-
водителя. Данный набор позволяет разде-
лить популяцию сперматозоидов в образ-
це на 4 субпопуляции (живые клетки, 
мертвые клетки, некротические клетки, 
апоптотические клетки).  

Долю клеток с высоким мембранным 
потенциалом митохондрий (ΔΨm) в муж-
ских гаметах определяли с помощью флу-
оресцентного красителя тетраметилрода-
мина (TMRE). Для этого к образцам семе-
ни с концентрацией сперматозоидов 
3х106/мл добавляли раствор TMRE до 
конечной концентрации 1 мкМ и инкуби-
ровали в темноте 20 мин при t=25°С, по-
сле чего дважды отмывали образцы кле-
ток от остатков флуорохрома (1200 об./
мин в течение 7 мин).  

Оценку клеточных показателей натив-
ных и заморожено/оттаянных сперматозо-
идов проводили с использованием про-
точного цитометра Cytoflex (Beckman 
Coulter Inc., США). Для каждого образца 
исследовали не менее 2000 событий при 
скорости потока 50 клеток/сек. Популя-
цию сперматозоидов отбирали с помо-
щью бокового светорассеяния (SSC-A) и 
малоуглового светорассеяния (FSC-A) 
для исключения посторонних клеток и 
конгломератов сперматозоидов. Для ана-
лиза данных, полученных на проточном 
цитофлуориметре, использовали про-
граммное обеспечение CytExpert, Version 
2.4.0.28 (Beckman Coulter Inc., США). 

Для статистической обработки данных 
использовали программные приложения 
Microsoft Excel 2021 и Statistica 7.0. Дан-
ные в работе представлены в виде сред-
них значений (М) и стандартных ошибок 
средних (SEM). Различия внутри групп 
нативного и заморожено-оттаянного се-
мени оценивали по t-критерию Стьюден-
та и считали достоверными при трех 
уровнях значимости (p<0,05, p<0,01, 
p<0,001). Корреляционный анализ выпол-
няли с использованием коэффициента 

Спирмена.  
РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS  
На первом этапе исследования была 

проведена оценка свежеполученных эяку-
лятов петухов. Как видно из Таблицы 1, 
среднее значение доли живых клеток со-
ставило 77,16±1,93%. Коэффициент вари-
ации для данного показателя составил 
7,92%, что свидетельствует о невысокой 
индивидуальной изменчивости. Стоит 
отметить, что значения таких показате-
лей, как доли нативных сперматозоидов в 
состоянии некроза и апоптоза находились 
на достаточно низком уровне и составили 
в среднем 3,94±0,97 и 2,55±0,31%, соот-
ветственно. Что может указывать на от-
сутствие внешних повреждающих факто-
ров, интрацитоплазматических наруше-
ний и подтверждается высокими значени-
ями доли клеток с показателем мембран-
ного потенциала митохондрий в мужских 
гаметах, среднее значение которых соста-
вило 81,07±1,52% при коэффициенте ва-
риации 5,93%. В целом полученные ре-
зультаты согласуются с работами других 
авторов, которые также отмечают гомо-
генность показателей нативной спермы 
[8].  

Однако, несмотря на высокие показа-
тели жизнеспособности, митохондриаль-
ной активности и низкую вариативность 
показателей в индивидуальных эякулятах 
нативной спермы, после криоконсервации 
были выявлены существенные индивиду-
альные различия (Таблица 2).  

Так, среднее значение доли живых 
клеток в образцах заморожено/оттаянного 
семени составило 52,12±3,99, что на 
25,04% ниже, чем в нативной популяции 
(p<0,001). При этом, коэффициент вариа-
ции вышеуказанного показателя показал 
существенный рост (24,26%) и диапазон 
значений составлял от 35,90 до 70,88%, 
что говорит о присутствии в исследуемой 
популяции особей, чья сперма имеет вы-
сокую и низкую переживаемость цикла 
криоконсервации [9, 10]. Митохондриаль-
ная активность мужских гамет играет 
важную роль в регуляции кинетических 
параметров, отвечая за выработку энер-
гии, необходимой для биения жгутиков. 
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Движение сперматозоидов позволяет пе-
ресечь женские половые пути и достичь 
места оплодотворения [11, 12, 13]. После 
цикла криоконсервации наблюдалось 
снижение доли клеток с высоким мем-
бранным потенциалом митохондрий – 
среднее значение составило 47,66±3,41%, 
что на 33,41% ниже, чем в нативной по-
пуляции клеток (p<0,001). При оценке 
данного показателя в заморожено/

оттаянном семени было выявлено суще-
ственное изменение вариативности в 
сравнении с нативными клетками (22,62% 
против 5,93%), диапазон значений нахо-
дился в пределах от 26,65% до 62,02%, 
что также подтверждает наличие петухов 
с низкой и высокой криоустойчивостью 
спермы. Подобная тенденция наблюдает-
ся у всех видов сельскохозяйственных 
животных (14,15,16).  

Таблица 1 – Показатели жизнеспособности нативной спермы петухов 

№ 
Живые 

клетки, % 
Мертвые 

клетки, % 

Некротиче-
ские клет-

ки, % 

Апоптотиче-
ские клетки, 

% 

Клетки с  
высоким 
ΔΨm, % 

1 79,54±3,93 15,54±6,17 2,65±1,44 2,27±1,09 83,93±2,08 

2 80,11±5,48 16,31±5,53 2,00±0,27 1,58±0,79 84,02±3,38 

3 78,58±3,38 16,11±3,88 2,55±0,46 2,75±0,51 75,71±2,22 

4 77,76±1,14 15,89±0,55 3,56±0,74 2,80±0,94 82,41±2,18 

5 60,62±4,35 22,52±2,38 12,38±3,46 4,60±1,05 74,03±2,00 

6 77,23±1,06 14,98±2,67 4,14±1,07 3,65±2,18 82,62±1,02 

7 81,55±0 14,29±0 1,87±0 2,29±0 88,58±0 

8 80,08±2,97 14,09±2,77 3,75±0,64 2,09±0,59 80,63±2,62 

9 75,23±3,80 18,66±3,18 3,88±0,59 2,24±0,69 74,56±2,94 

10 80,95±2,37 15,17±1,13 2,62±1,27 1,26±0,59 84,23±0,46 

М, % 77,16±1,93 16,36±0,80 3,94±0,97 2,55±0,31 81,07±1,52 

CV, 
% 

7,92 15,38 77,93 38,23 5,93 

Примечание: ΔΨm – мембранный потенциал митохондрий. 

Воздействие сверхнизких температур 
вызвало существенное увеличение долей 
клеток с признаками некроза в сравнении 
с популяцией клеток нативного эякулята 
на 12,37% (p<0,001). Причинами подоб-
ных изменений могут быть нарушение 
целостности цитоплазматических мем-
бран сперматозоидов, вызванные механи-
ческими факторами, а также осмотиче-
ский и тепловой шок в процессе оттаива-
ния [17]. Цитоплазматическая мембрана 
птиц имеет повышенное содержание по-
линенасыщенных жирных кислот в фос-
фолипидах в сравнении со сперматозои-

дами других видов сельскохозяйственных 
животных, что делает половые клетки 
петухов более восприимчивыми к оксида-
тивному стрессу, инициирующему 
апоптотический процесс [18]. Однако, в 
нашем исследовании анализ апоптотиче-
ских изменений в клетках не выявил до-
стоверных различий после цикла крио-
консервации – средняя доля клеток нахо-
дилась на уровне 3,26±1,03%, что может 
указывать на иные механизмы, детерми-
нирующие снижение жизнеспособности 
сперматозоидов.  

Митохондрии играют центральную 
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роль в функционировании сперматозои-
дов, генерируя АТФ посредством окисли-
тельного фосфорилирования (OXPHOS), 
регулируя окислительно-
восстановительный баланс и инициируя 
процесс внутреннего апоптотического 
пути посредством изменения мембранно-
го потенциала [19]. В исследовании отме-
чено наличие высоких коэффициентов 
корреляции между значением доли кле-
ток с высоким митохондриальным потен-
циалом и процентом жизнеспособных 
сперматозоидов (0,84, p<0,01). 

В результате сравнительной оценки 
исследуемых показателей в нативной и 
заморожено/оттаянной сперме были вы-
явлены следующие корреляционные взаи-
мосвязи (Таблица 3). 

Значение доли живых клеток натив-
ной спермы находится в прямой взаимо-
связи со значением долей мужских гамет 
с показателем высокого мембранного по-
тенциала митохондрий заморожено/
оттаянного семени (0,46, p<0,05). При 
этом, значение доли клеток с высоким 
мембранным потенциалом митохондрий в 
нативных мужских гаметах напрямую 
коррелирует с показателем живых спер-
матозоидов (0,55, p<0,01), значением до-
ли клеток с высоким мембранным потен-
циалом митохондрий (0,44, p<0,05), а так-
же находится в обратной корреляции со 
значением доли мертвых клеток (-0,6, 
p<0,01) после цикла криоконсервации.  

Таблица 2 – Показатели жизнеспособности заморожено/оттаянной  
спермы петухов. 

№ 
Живые 

клетки, % 
Мертвые 

клетки, % 

Некротиче-
ские клет-

ки, % 

Апоптотиче-
ские клетки, 

% 

Клетки с  
высоким ΔΨm, 

% 

1 65,79±6,10 18,22±2,97 14,45±2,91 1,54±0,48 51,87±4,08 

2 66,56±5,83 16,47±2,90 12,35±1,17 4,63±2,26 57,33±3,37 

3 41,07±4,32 53,79±5,28 4,26±0,72 0,88±0,34 40,70±4,58 

4 56,35±1,82 21,26±7,13 16,46±2,88 5,94±2,44 52,73±2,55 

5 36,97±5,24 31,30±5,89 29,26±3,40 2,48±0,71 36,13±2,61 

6 35,90±7,44 44,31±0,70 18,50±6,76 1,19±0,17 26,65±0,69 

7 70,88±1,36 16,47±2,29 9,22±1,62 3,43±0,18 62,02±1,88 

8 50,14±1,31 25,06±2,74 17,11±1,21 7,69±2,66 50,59±1,59 

9 44,73±3,14 40,95±5,35 12,57±2,30 1,75±0,68 43,56±0,24 

10 52,87±3,70 15,21±2,81 28,91±3,79 3,02±0,56 55,03±4,15 

М,
% 

52,12±3,99 28,30±4,33 16,31±2,50 3,26±1,03 47,66±3,41 

CV
, % 

24,26 48,39 48,39 68,36 22,62 

Примечание: ΔΨm – мембранный потенциал митохондрий. 
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Нативная сперма 

Живые клет-
ки 

Высокий митохон-
дриальный потенци-

ал 

Мертвые 
клетки 

З
/
О
 
с
е
м
я 

Живые клетки 0,46* 0,55** -0,42* 

Высокий митохон-
дриальный потен-

циал 
0,46* 0,44* -0,32 

Мертвые клетки -0,22 -0,6** 0,23 

Примечание З/О – заморожено-оттаянная сперма. * - достоверное значение при 
p<0,05; ** - достоверное значение при p<0,01. 

Таблица 3 – Корреляционные взаимосвязи показателей жизнеспособности и 
функциональной активности сперматозоидов до и после цикла замораживания/

 ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Установленные достоверные корреля-

ционные связи между проанализируемы-
ми показателями жизнеспособности и 
функциональной активности свежеполу-
ченного и заморожено/оттаянного семени 
(в том числе мембранного потенциала 
митохондрий) указывают на необходи-
мость их углубленного изучения, как пер-
спективных биомаркеров криорезистент-
ности мужских гамет для разработки пре-
диктивной оценки качества декриокон-
сервированных сперматозоидов и выявле-
ния на ранних этапах особей с высокой 
криоустойчивостью спермы. 
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ABSTRACT 

Study examines impact of cryopreserva-
tion cycle on sperm viability and individual 
functional activity in rooster ejaculates. 
Analysis revealed that proportion of live 
cells in fresh semen was at level 
77.16±1.93%, while the mitochondrial mem-
brane potential (ΔΨm) remained high, was at 
level 81.07±1.52% with a low correlation 
coefficient (5.93%), indicating good cell 
viability and energetic activity. After cryo-
preservation process was observed a signifi-
cant decreasing in percentage of live cells (to 
52.12±3.99%), an increasing in proportion of 
necrotic cells (by 12.37%), and a decrease in 
high ΔΨm by almost 33.41%, and an in-
crease in the proportion of cells with signs of 
necrosis (by 12.37%) are observed. The rela-
tionship between mitochondrial activity and 
viability indicates the important role of mito-
chondrial membrane potential as a prognos-
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tic marker of frozen/thawed semen quality. 
High individual variability in these parame-
ters after a freeze/thaw cycle indicates heter-
ogeneity in cryopreservation within the thar-
skoselskaya rooster population, which is 
important to consider when developing ef-
fective cryopreservation methods. The re-
sults highlight the usefulness of using viabil-
ity and functional activity indicators 
(mitochondrial membrane potential) in as-
sessing the quality and predicting the effec-
tiveness of rooster sperm cryopreservation. 
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