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Длительное хранение репродуктивного
биоматериала в нативном состоянии явля-
ется важной прикладной задачей, решае-
мой посредством криоконсервации с при-
менением криопротекторов. Наличие анти-
оксидантных свойств у криопротектора по-
вышает эффективность его использования.
Была исследована возможность криоконсер-
вации спермиев птиц (как модель) с различ-
ными криопротекторами. Показателем по-
тенциальной способности клеток к обеспече-
нию подвижности и функционированию мо-
жет служить эффективность работы мито-
хондрий в сперматозоидах.

Роль различных метаболических путей
в обеспечении энергетических потребностей
сперматозоидов давно и активно изучает-
ся, вместе с тем до сих пор нет абсолют-
ного единства мнений по этому вопросу.
Важность определения параметров митохон-
дриального дыхания спермиев для оценки
их функциональных свойств очевидна, что
и отмечается в ряде работ [1–4]. Кроме того,
имеются данные, что дыхательные дефекты
ответственны не только за подвижность, но
и за развитие олигоспермии и астенозоос-
пермии, нарушения морфологии спермато-
зоидов. Известно, что определенный вклад
в выработку энергии в спермиях вносит гли-
колиз, причем величина этого вклада видо-

специфична [4–6]. Некоторые авторы приво-
дят экспериментальные доказательства воз-
можности существования ферментов глико-
литического цикла даже в матриксе мито-
хондрий [6]. В отдельных работах отмечает-
ся, что в спермиях могут существовать до
сих пор неизвестные источники энергии [2].
Данные о том, что кетоновые тела могут
относиться к подобным источниками энер-
гии [7], на наш взгляд, уравнивают в пра-
вах все теории энергообеспечения сперми-
ев. Вероятно, в клетке, которой приходит-
ся чередовать условия своей жизнедеятель-
ности от аэробных к анаэробным, вырабо-
таны механизмы, позволяющие с одинако-
вым успехом использовать разные источни-
ки энергии в зависимости от обеспеченно-
сти среды обитания кислородом и субстра-
тами. Это предположение находит свое под-
тверждение в работах, методически наибо-
лее корректно выполненных [6–8].

В связи с вышеизложенным, эффектив-
ность работы митохондрий в сперматозои-
дах может служить показателем потенци-
альных возможностей клеток к обеспечению
их энергией. Дыхательная активность спер-
миев связана исключительно с работой ми-
тохондрий в этих специализированных клет-
ках, поскольку эндоплазматический ретику-
лум, потребляющий в большинстве клеток
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до 60% кислорода, в них отсутствует. В свя-
зи с этим, поглощение кислорода сперми-
ями является характеристикой потенциаль-
ных возможностей клеток к синтезу АТФ и,
соответственно, обеспечению двигательной
активности их жгутика.

Митохондрии с хорошо развитыми кри-
стами спирально располагаются вокруг ак-
сонемы в промежуточной части спермия.
Функционирование дыхательной цепи внут-
ренней мембраны митохондрий вообще и у
спермиев, в частности, зависит от целост-
ности митохондриальных мембран, а так-
же от многих химических факторов, кото-
рые потенциально могут выступать в каче-
стве разобщителей дыхания и окислительно-
го фосфорилирования [9–11]. Поэтому при-
менение различных криопротекторов требу-
ет, по крайней мере, оценки их влияния в це-

лом на комплексы электронпереносящей це-
пи именно с точки зрения сохранения об-
щей работоспособности всей системы дыха-
ния-фосфорилирования. Кроме того, карти-
на изменений процессов функционирования
митохондрий при действии разных криопро-
текторов позволит выявить наиболее уязви-
мые для данных условий участки цепи, по-
скольку исследование митохондрий in vitro
является наиболее подходящей моделью для
решения подобных задач.

Целью данной работы было выяснить
влияние разных криопротекторов на био-
энергетические показатели спермиев пету-
хов и индюков для определения оптималь-
но пригодной из них для низкотемператур-
ной консервации репродуктивного материа-
ла с сохранением физиологических характе-
ристик.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследована сперма 10 петухов и 10 ин-
дюков, предоставленная Институтом птице-
водства УНАН Украины (с. Борки Харь-
ковской области). Птиц содержали в стан-
дартных условиях при природном освеще-
нии и пищевом режиме, рекомендованном
для данных животных. Исследования про-
водились в соответствие с национальными
«Общими этическими принципами экспери-
ментов на животных» (Украина, 2001), кото-
рые согласуются с положениями «Европей-
ской конвенции о защите позвоночных жи-
вотных, использующихся для эксперимен-
тальных и других научных целей» (Страс-
бург, 1985).

Дыхание спермиев петуха и индюка из-
меряли полярографическим методом с по-
мощью замкнутого платинового кислород-
ного электрода типа Кларка [12]. Пробы за-
мораживали погружением пластиковых про-
бирок Эппендорфа со спермой птиц в жид-
кий азот (–196℃) с последующим хранени-
ем (3 месяца и более) в тех же условиях.
Пробы хранили в нативном состоянии и с
добавлением различных криопротекторов.

В качестве криопротекторов приме-
няли формамидом (ФА), N,N-диметил-
формамидом (ДМФА), N,N-диметил-аце-
тамидом(ДМАЦ), этиленгликолем (ЭГ),

1,2-пропандиолом (1,2-ПД), 2,3-бутандио-
лом (2,3-БД).

Нативные или замороженно—
оттаянные (в водяном термостате при 37℃)
спермии вносили в термостатированную по-
лярографическую ячейку объемом 1 мл, со-
держащую среду инкубации, и регистри-
ровали поглощение кислорода с помощью
полярографического прибора — кислородо-
мера «Tlenomiertz 5221» (Польша). Реги-
стрировали различные биоэнергетические
параметры дыхания: в присутствии глюко-
зы (V4) — нефосфорилирующие митохон-
дрии, а также после добавления аденозин-
дифосфорной кислоты (АДФ) до конечной
концентрации 200 мкМ (V3) — фосфори-
лирующие митохондрии. По данным пока-
зателям был рассчитан коэффициент ды-
хательной активности (ДК), характеризую-
щий сопряжение дыхания и фосфорилиро-
вания и выражающийся как отношение V3

к V4 (ДК = V3/V4). Исследованы биоэнер-
гетические показатели нативных спермиев
птиц, а также замороженных—оттаянных
после хранения с криопротекторами.

До внесения в ячейку нативных (неза-
мороженных) спермиев их эквилибрирова-
ли либо с криопротектором в соотношении
1 : 1, либо со средой (раствор глюкозы, 4,7%)
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в таком же соотношении (контроль). Добав-
ка в ячейку соответствовала 108 штук спер-
миев.

Скорости поглощения кислорода образ-
цами нативной спермы петуха и индюка
(109 клеток/мл) исследованы после инкуба-
ции ее в течение 30 мин. при 25℃ с каждым
из криопротекторов.

Статистический анализ данных произво-
дился с помощью стандартных пакетов про-

грамм Ехеl (версия 7) и Вiоstat [13]. Провер-
ку распределения данных на соответствие
закону Гаусса проводили с использовани-
ем среднего арифметического и стандартно-
го отклонения. При нормальном распреде-
лении данных применяли параметрическую
статистику. При сравнении групп с распре-
делением, отличным от нормального, ис-
пользовали непараметрический U-критерий
Манна-Уитни [14].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Как видно из данных, представленных
на рис. 1, дыхание нативной спермы пету-
ха до криоконсервации в двух состояниях —
с фосфорилированием и без фосфорилиро-
вания (с экзогенной АДФ) несколько выше,
чем у индюка, однако значимость различий
невелика. При этом коэффициент дыхатель-
ного контроля у индюков выше, чем у пе-
тухов, что говорит о более высоких потен-
циальных возможностях спермиев индюка
в плане образования АТФ. Обращает на се-
бя внимание тот факт, что различия между
V4 у петухов и индюков (21%) выше, чем
между V3 — 11%. Это может свидетельство-
вать о том, что внутренняя мембрана мито-
хондрий спермиев петухов более проницае-
ма для протонов, а также о большей прони-
цаемости плазмолеммы петухов для глюко-
зы и фруктозы. Возможно, мембраны спер-
миев индюков и петухов различаются по со-
держанию холестерина.

После криоконсервации возрастают ско-
рости поглощения кислорода спермиями
как индюков, так и петухов, то есть элек-
трон-переносящие цепи митохондрий спер-
миев начинают работать более интенсив-
но. По всей видимости, происходит это
из-за разрушения их плазматических мем-
бран и появления вследствие этого боль-
шей доступности субстратов и их метабо-
литов из среды. Вместе с тем, коэффици-
ент ДК у петухов возрастает (р<0,05), то-
гда как у индюков он даже несколько сни-
жается (р<0,1). Это может свидетельство-
вать в пользу большей устойчивости мито-
хондрий петухов по сравнению с индюками
к действию криоконсервации.

Таким образом, необходимость использо-

вания криопротекторов для сохранения це-
лостности мембранного аппарата спермиев
птиц очевидна, поэтому следует выяснить,
насколько будут индифферентны митохон-
дрии спермиев птиц к химическим ком-
понентам, определяющим консервирующий
эффект.

Как видно из данных, представленных
на рис. 2, три из шести веществ практи-
чески полностью угнетали процесс фосфо-
рилирования АДФ, что может быть связа-
но с разобщением дыхания и фосфорили-
рования на уровне так называемого пятого
комплекса дыхательной цепи — фермента
АТФ-азы (АТФ-синтазы). Учитывая слож-
ность строения данного фермента и еще бо-
лее сложный механизм его функциониро-
вания, обнаруженный эффект может быть
связан с несколькими явлениями, в их чис-
ле — перенаправление тока протонов из ме-
жмембранного пространства внутрь мито-
хондрии минуя канал АТФ-азы за счет свя-
зывания протонов криопротекторами. Но
в качестве акцептора протонов может высту-
пать лишь ФА, тогда как ЭГ и 2,3-БД яв-
ляются донорами протонов (вероятно, имен-
но по этой причине скорость дыхания, но
не фосфорилирования, парадоксальным об-
разом повышается при действии на спермии
2,3-БД и 1,2 ПД.) В любом случае, выработ-
ки АТФ при инкубации с ФА, ЭГ и 2,3-БД
не происходит, по-видимому, из-за ингибиро-
вания каким-либо способом АТФ-синтазной
активности. Причем возможной причиной
может быть изменение качества липидно-
го окружения фермента за счет деграда-
ции мембранных липидов по пути перекис-
ного окисления липидов. В случае с дру-
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Рис. 1. Влияние криоконсервации на дыхательную активность спермиев петухов и индюков.
* — p<0,05, достоверные изменения относительноданных группы «петух, интакт».

Рис. 2. Влияние различных криопротекторов на дыхательную активность свежих спермиев индюков.
* — p<0,05, достоверные изменения относительноданных группы «контроль».

Рис. 3. Влияние различных криопротекторов на дыхательную активность свежих спермиев петухов.
* — p<0,05, достоверные изменения относительноданных группы «контроль».

гим диолом (1,2 ПД), процесс фосфорили-
рования также угнетен при вполне актив-
ном процессе дыхания, что явно указыва-
ет на прямое повреждение внутренней мем-
браны митохондрий спермиев — она нату-
ральным образом фрагментирована с со-
хранением работающих участков дыхатель-
ной цепи, но с утратой способности фор-

мировать пул протонов в межмембранном
пространстве.

Рассматривая влияние изучаемых ве-
ществ на нативные спермии петухов (рис. 3),
можно сделать аналогичный вывод о наи-
более отрицательном действии на дыхатель-
ную активность митохондрий клеток имен-
но ФА, ЭГ и 2,3-БД. Вместе с тем, сле-
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Рис. 4. Влияние различных криопротекторов на дыхательную активность спермиев петухов после
оттаивания.

* — p<0,05, достоверные изменения относительноданных группы «контроль».

Рис. 5. Влияние различных криопротекторов на дыхательную активность спермиев индюков после
оттаивания.

* — p<0,05, достоверные изменения относительноданных группы «контроль».

дует заметить, что возможные механиз-
мы эффектов в этих двух случаях раз-
личаются. По крайней мере, митохондрии
спермиев петухов после инкубации с ука-
занными веществами не утрачивают пол-
ностью способность к образованию АТФ
(на что указывают величины V3 и ДК),
но претерпевают значительное повреждение
своей внутренней мембраны, что явно за-
метно по показателям V4. При этом мак-
симально повреждающий эффект выказы-
вает 2,3-БД. Вполне «лояльными» к дыха-
тельным процессам в митохондриях спер-
миев петухов являются эффекты ДМФА
и ДМАЦ, причем при инкубации с пер-
вым даже повышается степень сопряжен-
ности дыхания и фосфорилирования. По-
добная картина не может быть объясне-
на результатами настоящих исследований,
а требует отдельных экспериментов. Можно
лишь предполагать роль привнесения допол-
нительных протонов в межмембранное про-
странство из цитоплазмы с помощью этих
веществ.

Как видно из данных рис. 4, после крио-
консервирования спермиев петухов с иссле-

дуемыми протекторами и последующего от-
таивания образцов закономерности влияния
на них крипротекторов остаются прежни-
ми, правда, снижается (не критично, хотя
и статистически значимо) эффективность
процессов дыхания с ДМАЦ. И некоторое
повышение скорости поглощения кислорода
при добавлении АДФ указывает на устране-
ние такой помехи для транспорта субстра-
тов в спермий, как плазмолемма. Обнадежи-
вает в этом случае достаточная сохранность
митохондрий, то есть в общей массе, очевид-
но, деградации всех клеток не происходит.

Несколько иная картина показана на
рис. 5, демонстрирующем данные по крикон-
сервированной—оттаянной сперме индюков.
Из всех примененных нами веществ удо-
влетворительный эффект можно наблюдать
только в случае 1,2 ПД. Весьма относитель-
ный позитивный эффект продемонстриро-
ван также ДМФА: клетки остались способ-
ными к дыханию и фосфорилированию, но
при очень низких абсолютных величинах
процесса.

Хотя, учитывая, что, возможно, роль ми-
тохондрий и не основная по сравнению с гли-
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колизом в плане энергообеспечения сперми-
ев, а дыхательная цепь их является местом
генерирования активных форм кислорода

при эффективной работе, нельзя рассмат-
ривать подобную картину как сугубо нега-
тивную.

ВЫВОДЫ

1. У петухов и индюков исследованные
криопротекторы по-разному влияют
на дыхательные процессы как в натив-
ных спермиях, так и после их криокон-
сервирования—оттаивания.

2. ФА, ЭГ и 2,3-БД снижают эффектив-
ность дыхания митохондрий спермиев
петухов, примерно в одинаковой степе-
ни как нативных, так и после криокон-
сервирования, в условиях дыхания как

без, так и с добавлением экзогенного
АДФ.

3. ФА, ЭГ и 2,3-БД снижают эффектив-
ность дыхания митохондрий спермиев
индюков.

4. Приемлемым криопротектором для
спермиев индюков, из изученных
в данном исследовании, является
1,2 ПД, тогда как для спермиев пе-
тухов положительно себя зарекомен-
довали ДМФА, ДМАЦ, 1,2 ПД.
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Експериментальнi дослiдження

ВПЛIВ РIЗНИХ КРIОПРОТЕКТОРIВ НА ДИХАЛЬНУ АКТИВНIСТЬ
СПЕРМIЇВ IНДИКIВ ТА ПIВНIВ

Овсяннiкова Т.М., Лiннiк Т.П.1, Мартинюк И.М.1, Коваленко А.А., Прокопчук Г.С.

Харькiвський нацiональний унiверситет iм. В.Н. Каразiна;
1Iнститут проблем крiобiологiї та крiомедицини НАН України, м. Харькiв

Дослiджено мiтохондрiальну дихальну активнiсть спермiїв пiвнiв та iндикiв (у якостi моде-
лей) за умов крiоконсервування у присутностi рiзних крiопротекторiв. Продемонстровано, що
оптимальним крiопротектором для спермiїв, як нативних, так i пiсля заморожування-вiдiгрiву,
є 1,2-пропандiол.

К л ю ч о в i с л о в а: спермiї, мiтохондрiї, крiопротектори, пiвнi, iндики.

ВЛИЯНИЕ РАЗЛИЧНЫХ КРИОПРОТЕКТОРОВ НА ДЫХАТЕЛЬНУЮ
АКТИВНОСТЬ СПЕРМИЕВ ИНДЮКОВ И ПЕТУХОВ

Овсянникова Т.Н., Линник Т.П.1, Мартынюк И.М.1, Коваленко А.А., Прокопчук Г.С.

Харьковский национальный университет им. В.Н. Каразина;
1Институт проблем криобиологии и криомедицины НАН Украины, г. Харьков

Исследована митохондриальная дыхательная активность спермиев петухов и индюков (как
моделей) при криоконсервировании в присутствии различных криопротекторов. Показано, что
оптимальным криопротектором для спермиев, как нативных, так и после замораживания-ото-
грева, является 1,2-пропандиол.

К л ю ч е в ы е с л о в а: спермии, митохондрии, криопротекторы, петухи, индюки.
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