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Analysis of information from published sources was carried out with the 
aim of determining the most perspective tendencies and technological 
approaches in the field of research of salmoniformes sperm cryopreservation 
methods. Comparative evaluation of currently used methods, analysis of 
their effectiveness, and discussion of possibility of cryopreservation protocols 
standardization for the use in aquaculture are presented in this review.

ВВЕДЕНИЕ 
В условиях усиления ан-

тропогенного воздействия на 
водные биосистемы и интен-
сивного развития аквакульту-
ры, все большую актуальность 
приобретает криоконсервация 
спермы рыб как метод сохране-
ния и восстановления редких и 
исчезающих видов, поддержа-
ния генетического разнообра-
зия естественных популяций и 
объектов рыбоводства. 

В научной литературе по 
способам криоконсервации 
спермы лососеобразных рыб 

накоплен большой объем фак-
тических сведений, часто про-
тиворечивых и не воспроизво-
димых по результатам, что обу-
словлено биологической неод-
нородностью материала. При-
водятся детальные описания 
осуществления и оценки каж-
дого этапа процедуры, начиная 
со сбора и проверки качества 
эякулятов и заканчивая осеме-
нением икры размороженной 
спермой с последующей оцен-
кой выхода и качества потом-
ства. Наиболее эффективные 
из разработанных технологий 
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С целью выявления наиболее перспективных тен-
денций и технологических подходов в области ис-
следований способов криоконсервации спермы 
лососеобразных рыб проведен анализ сведений 
из литературных источников. В представленном 
обзоре дана сравнительная оценка используемых 
в настоящее время методик, проанализирована их 
эффективность, обсуждена возможность стандар-
тизации протоколов криоконсервации для приме-
нения в аквакультуре. 

криоконсервации обеспечивают выживаемость 
размороженных клеток и сохранение ими опло-
дотворяющей способности на уровне нативной 
спермы. Современные исследования касаются 
всех аспектов процесса, включая изучение кри-
оповреждений клеток с использованием новей-
шего аналитического инструментария.

Проблемой криоконсервации спермы лососе-
образных рыб занимались коллективы ученых 
во многих странах Европы (включая Россию  
и Украину), а также – в США, Канаде, Бразилии, 
Чили, Японии, Китае, Турции, Иране. 

Большинство работ выполнено на радужной 
форели (Oncorhynchus mykiss) и атлантическом 
лососе (Salmo salar). Изучалась возможность 
глубокого замораживания спермы и других 
видов лососевых: кумжи (Salmo trutta f. fario, 
Salmo trutta f. lacustris, Salmo trutta macrostigma, 
Salmo trutta m. trutta, Salmo trutta caspius) [28; 
29; 50; 54; 55; 66; 67; 75; 76; 82; 83; 92; 93; 97; 
98; 101; 107; 116; 117; 121; 129; 140; 141; 150], 
мраморной форели (Salmo marmoratus) [74; 75], 
аризонской форели (Oncorhynchus apache) [45], 
арктического гольца (Salvelinus alpinus) [92; 93; 
97; 101; 105; 106; 128; 129; 135; 136], американ-
ского гольца (Salvelinus fontinalis) [54; 55; 80; 
82; 83; 92; 93; 95; 97; 101; 117; 121], дунайского 
лосося (европейского тайменя) (Hucho hucho) 
[63; 92; 100; 101; 119], чавычи (Oncorhynchus 
tshawytsha) [7; 54], нерки (Oncorhynchus nerka) 
[5; 6], кеты (Oncorhynchus keta) [7], мики-
жи (Salmo mykiss) [4], сахалинского тайменя 
(Hucho perryi) [87; 88], тайваньского лосося 
(Oncorhynchus masou formosanus) [69], симы 
(Oncorhynchus masou masou, Oncorhynchus masou 
ishikawae) [69; 123; 124; 157] и лососеобразных 
рыб: муксуна (Coregonus muksun) [131, 133], 
обыкновенного сига (Coregonus lavaretus) [41; 
42; 49; 83; 92; 97; 98; 101; 118; 121; 130; 139], 
байкальского омуля (Coregonus migratorius) [10], 
европейского хариуса (Thymallus thymallus) [72-
75; 92; 100; 101; 108; 119], щуки (Esox lucius) 
[18-20; 23; 36; 46; 49; 64; 99; 144; 159], белоры-
бицы (Stenodus leucichthys) [1; 8; 11].

В представленном аналитическом обзоре 
предпринята попытка систематизации обшир-
ного опубликованного материала с целью вы-
явления наиболее перспективных тенденций 
и технологических подходов в области исследо-
ваний способов криоконсервации спермы лосо-
сеобразных рыб.

ИСТОРИЧЕСКИЙ ОПЫТ РАЗРАБОТКИ  
СПОСОБОВ КРИОКОНСЕРВАЦИИ СПЕРМЫ  

ЛОСОСЕОБРАЗНЫХ РЫБ 
Более половины исследований, проведенных 

в ХХ в. по криоконсервации спермы рыб, было 
выполнено на лососеобразных рыбах, начиная 
от первых попыток замораживания, предприня-
тых в середине 60-х годов, что объясняется цен-
ностью этих видов, как важнейших объектов ак-
вакультуры, и необходимостью восстановления 
генетического разнообразия деградированных 
естественных популяций. Проведенный нами ра-

нее анализ опубликованных сведений выявил ха-
рактерные особенности протоколов криоконсер-
вации, установленные к середине 90-х годов [2].

Сперма, криозащитная среда и контейнеры, 
в которых осуществляется замораживание раз-
бавленной средой спермы, должны охлаждать-
ся перед использованием. Сперма после сбора 
должна храниться на холоде (4-5°С) тонким сло-
ем во влажной атмосфере в незакрытой таре. 
При разбавлении спермы защитной средой, 
большинством исследователей принималось со-
отношение: 1 часть спермы к 3-4 частям разба-
вителя. При этом выяснилось, что для лососевых 
нет необходимости в эквилибрации полученной 
суспензии, требующейся, как первоначально 
считалось, для полного проникновения крио-
протектора в клетки. 

Представленные протоколы различались, 
в первую очередь, составом использованных 
криозащитных сред, состоящих из разбавителя 
и криопротекторов. Первоначально испытывае-
мые разбавители, по аналогии с разбавителями 
для спермы млекопитающих, были многокомпо-
нентными, имитирующими солевой состав се-
менной плазмы, в которые включались буферы, 
сахара, протеины, липопротеины, антибиотики 
и другие соединения. Наиболее часто использо-
вались в той или иной степени модифицируе-
мые авторами среды на основе: 

- разбавителя Моуниба (125 мМ сахарозы, 
100 мМ КНСО

3
, 6,5 мМ восстановленного глута-

тиона) [22; 90; 102; 104; 113;129]; 
- разбавителя Кортланда (на 1 л воды содер-

жит 1,88 г NaCl; 7,2 г KCl; 0,41 г Na
2
HPO

4
·H

2
O; 

0,23 г CaCl
2
·2H

2
O; 0,23 г MgSO

4
·7H

2
O; 1 г 

NaHCO
3
, 1 г глюкозы) [142]; 

- среда Штайна (на 1 л воды содержит 7,5 г 
NaCl; 0,38 г KCl; 2г NaHCO

3
; 0,53 г Na

2
HPO

4
·

2
H

2
O; 

0,46 г CaCl
2
·2H

2
O, 0,23 г MgSO

4
·

7
H

2
O; 1 г глюко-

зы; 5 г глицина; 20% желтка куриного яйца, 10% 
диметилсульфоксида (ДМСО) [12; 46; 144]; 

- среда Штосса, Хольтца (101 мМ NaCl; 23 мМ 
KСl; 5,4 мМ  CaCl

2
; 1,3 мМ  MgSO

4
; 200 мМ трис; 

лимонная кислота до рН 8,0; 4 г/л бычьего сы-
вороточного альбумина (BSA); 7,5 г/л соевого 
белка; 10% ДМСО) [133; 146-149]; 

- среда Эрдэла, Грэма (на 1 л воды содержит 
0,105 г CaCl

2
·2H

2
O; 0,22 г MgCl

6
·6H

2
O; 0.265 г 

Na
2
HPO

4
; 2.558 г КCl; 5,841 г NaCl; 0,1 г лимон-

ной кислоты; 10 г глюкозы, 10 мл раствора (1,27 
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г/100 мл) КОН; 20 мл раствора (5,3 г/100 мл) 
бицина; рН 7.8; 7% ДМСО) [18; 54; 55].

Однако вскоре появились сообщения об 
успешном применении самых простых криоза-
щитных сред: растворов глюкозы или сахарозы 
и ДМСО с добавлением желтка или без него [70; 
71; 108; 129; 133; 145; 150].

В качестве проникающего криопротектора 
в работах этого периода чаще всего использо-
вался ДМСО. Этиленгликоль и пропиленгликоль 
были малоэффективны [54], а защитное дей-
ствие глицерина, необычное для спермы пре-
сноводных рыб, было обнаружено Piironen J. 
и др. [133] для сперматозоидов сигов и аркти-
ческого гольца лишь в сочетании с методикой 
гранулирования. Канадскими исследователями 
[109] была показана пригодность диметила-
цетамида (ДМАА) в качестве альтернативного 
криопротектора для замораживания спермы 
радужной форели. Л.И. Цветкова и М.В. Кара-
нова [12] обнаружили криопротективное дей-
ствие антифризных гликопротеинов (АФГП), 
выделенных из сыворотки крови атлантической 
трески. Наибольшая эффективность препара-
та АФГП в концентрациях 5 и 10 мг/мл дости-
галась в сочетании с 5% ДМСО в разных средах 
при замораживании спермы радужной форели.

Замораживание спермы, как сообщалось 
в  этот период, осуществлялось на сухом льду и/
или в парах жидкого азота (LN

2
) в стеклянных 

ампулах или пластиковых пробирках объемом 
0,5-2 мл, пластиковых соломинках объемом 
250-1500 мкл или в виде гранул объемом 40-200 
мкл. В ряде работ по замораживанию спермы 
радужной форели испытывались большие соло-
минки объемом 4,5-5 мл [104; 145; 155]. Значе-
ния скоростей замораживания, в зависимости 
от объема контейнера, предлагались в интерва-
ле 30-160°С/мин (техника гранул ограничива-
ется величиной около 30°С/мин).

Оттаивание контейнеров с криоконсервиро-
ванной спермой происходило на водяной бане 
при температурах от 4 до 60°С. Гранулы размо-
раживались в растворах NaHCO

3
, NaCl, в овари-

альной жидкости или в исходном разбавителе.
Оценка эффективности криоконсервации 

в  рассматриваемых протоколах проводилась по 
подвижности и оплодотворяющей способности 
размороженной спермы. Несмотря на ряд сооб-
щений об очень успешных опытах [54; 55; 103; 
108; 129; 133; 146; 147], существовали трудно-
сти в воспроизведении их результатов, связан-
ные с индивидуальными различиями в качестве 
спермы. Для уменьшения влияния этих разли-
чий рекомендовалось замораживание смеси 
спермы разных самцов, а при оплодотворении  – 
десятикратное увеличение количества разморо-
женной спермы по сравнению со свежей спер-
мой [103]. 

Многие авторы отмечали, что способ опло-
дотворения икры оказывает сильное влияние 
на результаты. Так как сперма лососевых бы-
стро теряет способность активироваться после 
оттаивания, рекомендовано добавление к икре 

частично оттаявшей спермы, достигшей стадии 
«талого снега» [143]. Вода не должна использо-
ваться для активации спермы («мокрый» способ 
оплодотворения), так как она укрепляет оболоч-
ку икринок и закрывает микроотверстие, через 
которое проникает сперматозоид. В гипотонич-
ной среде осмотическое давление вызывает не-
поправимое повреждение спермиев. В природе 
икра оплодотворяется не с помощью воды, а не-
смотря на присутствие воды. И сперма, и икра 
защищены их изотоничными жидкостями. В «су-
хом» способе, после смешивания разморожен-
ной спермы с икрой, рекомендуется добавление 
активирующего раствора, в качестве которого 
первоначально использовались овариальная 
жидкость, растворы 119 мМ NaHCO

3
, 120 мМ 

NaCl [71; 146-150], а впоследствии предпочте-
ние отдавалось буферному раствору, содержа-
щему 0,9% NaCl, 0,01 М трис, 0,02  М глицина, 
рН 9 [102; 129; 142]. Характерная, очень корот-
кая, продолжительность подвижности спермы 
лососевых (для форели – меньше 30 с, для атлан-
тического лосося – 1-2 мин) может быть прод-
лена добавлением к активирующему раствору 
3-изобутил-1-метилксантина [153] или теофил-
лина [142].

Как показывает представленный материал, 
в практике криоконсервации спермы лососео-
бразных рыб к середине 90-х годов ХХ в. наме-
тился отход от применения многокомпонент-
ных разбавителей. Благодаря достигнутым вы-
соким результатам по оплодотворению, предпо-
чтение отдавалось упрощенным по составу сре-
дам, таким как растворы глюкозы или сахарозы 
с ДМСО, с добавлением желтка или без него, 
а также различным вариантам среды Моуниба. 
В качестве проникающего криопротектора, как 
правило, использовался ДМСО в концентрациях 
9-12%. Исключение составляют лишь данные 
по сигу и арктическому гольцу, для спермы ко-
торых более предпочтительным криопротекто-
ром оказался глицерин, а также – первые опыты 
с ДМАА и АФГП. Добавление желтка к средам 
обычно способствовало повышению успеха 
криоконсервации. При разбавлении, соотноше-
ние сперма:среда почти всегда составляло 1:3. 
Сперма замораживалась либо в гранулах, либо 
в соломинках, охлаждаемых в парах LN

2
 или на 

сухом льду, с последующим хранением в LN
2
. 

Наиболее результативным был «сухой» способ 
оплодотворения икры, в котором эффективную 
активацию спермы обеспечивали водный рас-
твор соды или трис-буферный раствор хлорида 
натрия и глицина. 

СОВРЕМЕННОЕ СОСТОЯНИЕ  
ИССЛЕДОВАНИЙ В ОБЛАСТИ  

КРИОКОНСЕРВАЦИИ СПЕРМЫ  
ЛОСОСЕОБРАЗНЫХ РЫБ 

За последние два десятилетия количество 
публикаций по криоконсервации спермы ло-
сосеобразных рыб возросло в несколько раз по 
сравнению с рассмотренным предыдущим пе-
риодом. Характерными чертами современного 
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этапа исследований, в отличие от работ прошло-
го века, стали: 

- переход от эмпирического подбора параме-
тров протоколов к изучению взаимного влия-
ния различных факторов на разных этапах кри-
оконсервации;

- появление нового, альтернативного диме-
тилсульфоксиду, криопротектора — метанола; 

- сравнение различных сред, криопротекто-
ров или режимов замораживания-оттаивания 
в рамках одного протокола;

- работа по стандартизации протоколов для 
аквакультуры на основе широкого распростра-
нения простой техники замораживания спермы 
в соломинках;

- исследование особенностей криоконсерва-
ции спермы самок-реверсантов;

- появление новой техники замораживания 
спермы путем витрификации гранул;

- исследование техники замораживания 
больших объемов спермы и оплодотворения 
промышленных партий икры;

- появление новых методов оценки качества 
нативной и размороженной спермы с использо-
ванием прецизионной техники;

- изучение криоповреждений клеток спермы 
и их влияния на результат оплодотворения икры 
и качество потомства.

Для определения качества нативной спермы 
перед криоконсервацией, большинством иссле-
дователей используется метод компьютерного 
анализа параметров движения сперматозоидов 
CASA (computer-assisted semen analysis), обеспе-
чивающий достоверность, воспроизводимость 
и объективность оценки. Отмечалось, что для 
замораживания отбирались образцы с подвиж-
ностью более 80-85%.

В протоколах криоконсервации на современ-
ном этапе ряд ученых традиционно сохраняет 
приверженность известным многокомпонент-
ным разбавителям, обычно с ДМСО в качестве 
основного проникающего криопротектора и с 
разбавлением спермы средой в соотношении 
1:3. 

Два коллектива испанских исследователей 
используют среду Эрдэла, Грэма вышеприведен-
ного состава: одни [30-34; 137] с добавлением 
различных комбинаций желтка, BSA и соевого 
белка, другие [107; 125-127] – с добавлением 
липопротеинов низкой плотности (LDL), кото-
рые считают более эффективными для защиты 
клеток, чем желток. Добавка 10% желтка и 7,5 
мг/мл соевого белка позволила достигнуть на 
радужной форели 77,4% оплодотворения икры 
криоконсервированной спермой [33], а добав-
ка 12% LDL – 66,7% [126] при замораживании 
спермы, в обоих случаях, в 0,5 мл-соломинках 
в 2 см над поверхностью LN

2
 в течение 10 минут. 

Польские ученые [16], дополнив среду Эрдэла, 
Грэма 10% ДМАА (вместо ДМСО) и 10% желтка 
и замораживая сперму в гранулах на сухом льду 
с последующим погружением в LN

2
, получили 

на радужной форели 89,6% оплодотворения. Ту 
же технику и среду Эрдэла, Грэма с 10% ДМСО 

и 10% желтка они использовали также для кон-
сервации спермы щуки [19]. 

Французские криобиологи [3; 90; 91; 114; 
122] традиционно работают со средой Моуниба 
с добавлением 10% ДМСО и 10% желтка. От 50 
до 90% икры оплодотворяла сперма радужной 
форели, замораживаемая в 0,5 мл-соломинках в 
3 см над поверхностью LN

2
 в течение 10 минут.

Чилийские исследователи [59; 62; 56; 58; 
110; 111], работая с коммерческой средой 
Кортланда, дополняли ее сахарозой или глюко-
зой, BSA и семенной плазмой в различных со-
четаниях, с 10% ДМСО или без него. Лучший 
результат по оплодотворению икры (90,4%) 
спермой атлантического лосося, замороженной 
в 0,5 мл-соломинках в 2 см над поверхностью 
LN

2
 в течение 10 минут, был достигнут при со-

четании 10% ДМСО, 0,3 М глюкозы и 2% BSA 
[62]. Его удалось повысить до 96,9% при допол-
нении данной среды оптимальным сочетанием 
антиоксидантов (0,1 мМ α-токоферола и  1  мМ 
аскорбиновой кислоты) и использовании 
скорости замораживания 0,5 мл-соломинок 
62,3°С/мин от +4 до –120°С в программируе-
мом замораживателе [56].

Австрийский криобиолог Ф. Ланштайнер 
с сотрудниками [92; 93; 95; 96; 98; 99; 100] еще 
в середине 90-х годов прошлого века разрабо-
тал криозащитную среду (103 мМ NaCl, 40 мМ 
KСl, 1 мМ CaCl

2
, 0.8 мМ MgSO

4
, 20 мМ HEPES, рН 

7.8, 1.5% BSA, 7% желтка, 0.5% сахарозы), в ко-
торую он вначале включал 5% ДМСО и 1% гли-
церина [98], а потом, впервые для лососевых, 
стал применять метанол в концентрации 10% 
[92; 93; 99; 100]. При различных соотношениях 
разбавления спермы (от 1:3 до 1:7) для разных 
видов лососеобразных рыб (радужной форели, 
кумжи, арктического и американского гольца, 
сига, дунайского лосося, европейского хариуса, 
щуки) и  использовании обычно 0,5- и  1,2 мл-
соломинок, эта среда стабильно обеспечивала 
оплодотворение 90-100% икры криоконсер-
вированной спермой от нативного контроля. 
На  основании получаемых результатов данный 
протокол предлагался авторами как универ-
сальный способ криоконсервации спермы лосо-
севых рыб.

Достаточно успешно применялись также 
и  другие подобные многокомпонентные соле-
вые разбавители в сочетании с ДМСО, желтком 
и/или BSA для криоконсервации спермы кумжи 
[29; 67], радужной форели [89], щуки [23; 112].

Однако большинство исследователей пред-
почитает криозащитные среды простого соста-
ва, эффективность которых была замечена еще 
в  конце прошлого века. Так, О.В. Желтоножко 
[4-7], замораживая в 1,5 мл-пробирках сперму 
тихоокеанских лососей (чавычи, нерки, кеты, 
микижи) при ее разбавлении 1:3 средой, со-
держащей в водном растворе 0,2 М сахарозы, 
0,05 М NaHCO

3
, 1,5 М ДМСО и 12,5% желтка, по-

лучал 67-80% оплодотворения икры.
Наиболее часто используемым разбавителем 

в течение последних 20 лет является 0,3 М во-
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дный раствор глюкозы, в котором варьируется 
содержание 10-15% ДМСО, метанола или ДМАА 
с дополнением 7-13% желтка или без него. Соот-
ношение разбавления спермы средами на этом 
простом разбавителе обычно составляет 1:3, 
реже используется 1:2, 1:4 или 1:5.

Турецкие исследователи [26-28; 52; 53; 151; 
152] приходили к выводу о предпочтительности 
данного разбавителя, сравнивая его с много-
компонентными разбавителями Ланштайнера, 
Моуниба, Эрдэла, Грэма в опытах на сперме ра-
дужной форели и кумжи, при использовании 
обычно 0,5- и 0,25 мл-соломинок [26; 28; 151; 
152]. Попытки повышения эффективности сре-
ды, содержащей 10% ДМСО в 0,3 М растворе 
глюкозы, путем введения в нее таурина [53] или 
стрептомицина [52] не привели к успеху.

Иранские исследователи, криоконсервируя 
сперму каспийской кумжи в 0,5 мл-соломинках, 
при сравнении со сложными средами Ланштай-
нера и Штайна, также обнаружили более эффек-
тивное действие двух простых сред, состоящих 
из 0,3 М глюкозы, 10% метанола, 10% желтка 
и 0,6 М сахарозы, 10% ДМСО, 10% желтка, ко-
торые обеспечивали соответственно 67 и 60% 
оплодотворения икры [140; 141]. Впоследствии 
усовершенствование протокола с использова-
нием среды, содержащей 0,3 М глюкозы и 10% 
метанола, позволило получить 73,5% оплодот-
ворения [66].

Канадские криобиологи, работая с 0,3 М рас-
твором глюкозы, вначале традиционно вводили 
в него 10% ДМАА [134], но в дальнейшем, в опы-
тах по замораживанию в 0,5 мл-соломинках 
спермы арктического гольца, проводя сравне-
ние разных криопротекторов и разбавителей 
(в  том числе разбавителя Ланштайнера), полу-
чали лучшие результаты (около 70% оплодот-
ворения) при использовании этого простого 
разбавителя сначала с 10% ДМСО [136], а за-
тем с 10% и 15% метанола [105; 135]. Однако 
польские исследователи сообщали о достаточно 
высокой эффективности действия 10% ДМАА 
в  этом разбавителе при криоконсервации спер-
мы радужной форели, как в 0,5 мл-соломинках 
с  применением программируемого заморажи-
вателя [15], так и в гранулах [17].

Сравнивая действие трех протекторов 
(ДМАА, ДМСО и метанола) в 0,3 М растворе 
глюкозы при криоконсервации спермы тайвань-
ского лосося в гранулах, исследователи из Тай-
ваня и Японии пришли к выводу о предпочти-
тельности 10% ДМСО, получив 84-88% оплодот-
ворения икры [69]. Замораживание в гранулах 
спермы симы в этой среде позволяло японским 
криобиологам достигать 80-87% оплодотворе-
ния [123; 124], однако в опытах на сперме саха-
линского тайменя более эффективным было со-
четание 0,3 М глюкозы и 10% метанола [87; 88]. 

Польские ученые в опытах на сперме ра-
дужной форели и щуки довольно успешно ис-
пользовали растворы 0,3 М глюкозы или 0,6 М 
сахарозы с 10-15% ДМСО [20; 37; 65], иногда 
с добавлением 10% желтка [21; 64]. Заморажи-

вание спермы форели, разбавленной в соотно-
шении 1:3 средой, состоящей из 0,6 М сахарозы 
и 10% ДМСО, с применением техники гранули-
рования, обеспечило получение 90,1% оплодот-
ворения икры [37], хотя этот успех отчасти мо-
жет объясняться высоким качеством нативной 
спермы, отмечаемым авторами. Впоследствии, 
другими коллективами польских исследовате-
лей при криоконсервации спермы сига [42; 118] 
отдавалось предпочтение 0,3 М раствору глюко-
зы с 10-15% метанола, а при криоконсервации 
спермы атлантического лосося [51] и кумжи 
[50] – 0,3 М раствору глюкозы с 10% метанола 
и 10% желтка, при использовании одинаковой 
техники замораживания в 0,25 мл-соломинках.

Сообщалось также и о других, более или ме-
нее удачных, попытках применения упомяну-
тых простых разбавителей с ДМСО для крио-
консервации спермы радужной форели [43; 44; 
115; 158], аризонской форели [45], кумжи [76].  

Польскими криобиологами [63] еще в конце 
прошлого века, при замораживании в гранулах 
спермы дунайского лосося, было обнаружено 
повышение криозащитного действия среды, со-
стоящей из 0,3 М глюкозы, 10% ДМСО и 10% 
желтка, при включении в нее 25 мМ хлорида ка-
лия (результат – 87,5% оплодотворения икры). 
Ученые из США, сравнивая среды на основе 0,3 
М глюкозы и 1,7 г/л KCl, при замораживании 
в 0,5 мл-соломинках спермы атлантического 
лосося, лучшие результаты (72,9 и 83,5% опло-
дотворения) получили при дополнении ее со-
ответственно 10% метанола или 10% метанола 
и 13,3% желтка. ДМСО в концентрации 5% сам 
по себе и в сочетании с 13,3% желтка оказался 
менее эффективен [77]. Сравнение подобных 
сред китайскими учеными в опытах по замо-
раживанию в 0,5 мл-соломинках спермы щуки 
привело к аналогичному выводу. Использова-
ние среды, состоящей из 0,3 М глюкозы, 1,7 г/л 
KCl, 10% метанола и 10% желтка, обеспечило 
оплодотворение 91,4% икры. Замена глюкозы 
на 0,6 М сахарозы в этой среде немного снижа-
ла ее эффективность (81,3% оплодотворения), 
а ДМСО, в сочетании с обоими сахарами, давал 
лишь около 35% оплодотворения [159].

К простым средам можно отнести и разрабо-
танный венгерскими учеными [72-75] разба-
витель, содержащий 0,2 М глюкозы, 0,04 М KСl, 
0,03 М трис (рН 8), в котором, по сообщению 
авторов, метанол в концентрации 10% работа-
ет лучше, чем ДМСО. После криоконсервации в 
этой среде спермы хариуса и мраморной форе-
ли в 0,5 мл-соломинках удавалось достигнуть 
сохранения оплодотворяющей способности 
соответственно у 91,3% [73] и 84% [74] кле-
ток. Испытания сред подобного состава (0,3 М 
трегалозы, 0,04 М KСl, 0,02 М трис, 20% мета-
нола, рН 8,5 и 0,185 М трегалозы, 0,04 М KСl, 
0,02 М трис, 10% метанола, рН 8,5), проведен-
ные польскими исследователями, при замора-
живании соответственно спермы сига и щуки 
в  0,25 мл-соломинках, также позволило полу-
чить процент оплодотворения икры оттаявшей 
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спермой, близкий к нативному контролю [36; 
139]. Однако в опытах на сперме радужной 
форели наиболее сильное криозащитное дей-
ствие было обнаружено у водных растворов, 
содержащих 0,175 М трегалозы, 10% метано-
ла (186 мОсм, рН 6,39) и 0,175 М трегалозы, 
0,04 М KСl, 10% метанола (275 мОсм, рН 6,22), 
по сравнению с трис-буферными растворами. 
Среда с хлоридом калия обеспечивала самую 
высокую выживаемость клеток и сохранение 
их подвижности (75-85%) в оттаявшей сперме 
в течение 60 минут [78].

Как показывают представленные материалы, 
мнения авторов о наиболее эффективном про-
никающем криопротекторе в простых средах 
расходятся. Сравнивая действие разных протек-
торов в рамках своих протоколов, одни исследо-
ватели приходили к выявлению большей полез-
ности ДМСО, другие – метанола. ДМАА обычно 
признавался менее эффективным.

В последнее десятилетие внимание исследо-
вателей все больше привлекают глюкозо-мета-
нольные среды. Для оптимизации количествен-
ного состава такой среды и разработки эффек-
тивного протокола криоконсервации спермы 
лососеобразных рыб коллективом польских 
криобиологов под руководством A. Ciereszko 
был проведен большой объем исследований, 
представленный в многочисленных публика-
циях [38-41; 48; 49; 79-86; 116; 117; 119-121]. 
Прорывным результатом поисков можно счи-
тать стабильное сохранение высокой (на уров-
не нативного контроля) оплодотворяющей 
способности спермы, криоконсервированной 
в  среде, состоящей из 0,18 М глюкозы и 9% ме-
танола, при высоких степенях разбавления: 1:5 
для радужной форели [38], кумжи [116], аме-
риканского гольца [117], европейских тайменя 
и хариуса [119], сига и щуки [49] и 1:9 – для ра-
дужной форели-реверсанта [40; 48]. Эти дости-
жения, по-видимому, обусловлены сочетанием 
оптимальных состава среды и степени разбав-
ления с особой техникой замораживания 0,25 
мл-соломинок: на рамке толщиной 3 см вначале 
в течение 15 минут на льду, затем в течение 5 ми-
нут – на поверхности LN

2
 с последующим погру-

жением. Разработанную среду авторы считают 
универсальной криозащитной средой для спер-
мы лососеобразных, уточняя конечные концен-
трации ее компонентов в получаемой суспензии 
сперма-среда при разных степенях разбавления 
(при 1:5 – 0,15 М глюкозы и 7,5% метанола, при 
1:9 соответственно – 0,162 М и 8,1%). В последу-
ющих исследованиях этим коллективом ученых 
было обнаружено, что криоконсервированная 
данным способом сперма атлантического лосо-
ся, кумжи, американского гольца, арктическо-
го гольца, сига, радужной форели и радужной 
форели-реверсанта способна после оттаивания 
сохранять подвижность в течение 30-120 минут 
при температуре 4°С [79; 79a; 83; 121]. Сообща-
лось также, что вместо глюкозы в данной среде 
может использоваться сахароза или трегалоза 
[121], а добавление KCl в среду приводило обыч-

но к снижению подвижности размороженной 
спермы [83]. В дальнейших исследованиях, про-
водимых с целью стандартизации протокола, 
авторы варьировали параметры процесса и изу-
чали их влияние на результат криоконсервации. 
Была показана возможность использования в 
том же протоколе 0,5 мл-соломинок [80-82; 84-
86; 120], определен оптимальный режим их от-
таивания на водяной бане (40°С, 10 с) [80; 82; 
84-86; 120], определены оптимальные концен-
трации спермы в соломинках, обеспечивающие 
высокую подвижность после оттаивания (1.109 
сперматозоидов/мл для радужной форели [120; 
81; 84], 1,5.109 – для арктического гольца [79а], 
2.109 – для американского гольца, 3.109 – для 
кумжи, 4.109 – для атлантического лосося [82], 
1.109-4.109 – для реверсантов форели и гольца 
[80]).

Данным научным коллективом выполнены 
многочисленные исследования по проблеме 
криоконсервации спермы, полученной от са-
мок-реверсантов [40; 48; 79; 80; 83; 85; 85a; 
121], интерес к которой в настоящее время 
связан с распространением монокультур самок 
в рыбоводстве. По сравнению со спермой нор-
мальных самцов, сперма реверсантов, собира-
емая из семенников из-за неразвитости спер-
мовыводящего протока, характеризуется высо-
кой концентрацией сперматозоидов и высокой 
концентрацией протеинов в семенной плазме. 
Она обычно бывает низкого качества, с низким 
потенциалом подвижности и высоко вариабель-
на среди особей по стадии созревания [39; 48]. 
Считается, что качество может быть улучшено 
при инкубации ее в имитирующих семенную 
плазму растворах с высоким значением рН, что 
использовалось ранее другими исследовате-
лями [86a; 137]. Польские криобиологи полу-
чали повышение подвижности свежей спермы 
реверсантов радужной форели до 75%, при ин-
кубации ее в течение 15 минут, в приведенной 
выше глюкозо-метанольной среде с рН 6,9 или 
в течение 120 минут в искусственной семенной 
плазме, содержащей 130 мМ NaCl, 40 мМ KCl, 
3,3 мМ CaCl

2
·2H

2
O, 1,5 мМ MgCl

2
·6H

2
O, 2,5 мМ 

NaHCO
3
, с рН 9,9 [39]. Инкубация разморожен-

ной спермы, разбавленной теми же растворами 
в соотношении 1:10, приводила сначала к инги-
бированию, а затем к постепенному повышению 
ее подвижности, однако хранение в этих средах 
в течение 120 минут не влияло на оплодотворя-
ющую способность [79]. Рассмотренный выше 
протокол оказался весьма эффективным для 
замораживания спермы реверсантов радужной 
форели [40; 48; 79; 80; 83; 85; 121] и американ-
ского гольца [80], позволяя получать близкие 
к  нативному контролю степени оплодотво-
рения икры криоконсервированной спермой. 
Отмечалось, что самую высокую подвижность 
размороженной спермы, как реверсантов, так 
и нормальных самцов радужной форели, обе-
спечивала оптимальная концентрация глюкозы 
(0,15 М) в разбавленной средой сперме, которая 
минимизировала окислительный стресс [85; 
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85a]. С меньшим успехом удавалось заморажи-
вание спермы радужной форели-реверсанта в 
средах сложного или простого состава с ДМСО 
и желтком в других технологиях [59; 115; 127; 
137].

Большинство рассмотренных протоколов 
объединяет применение для замораживания 
разбавленной спермы пластиковых соломинок 
объемом 0,25 или 0,5 мл. Сообщается также об 
удачных попытках использования соломинок 
большего объема: 1,2 мл [99], 1,7 мл [136], 1,8 
мл [33], 2,5 мл [44] и 5 мл [23; 33; 34; 90; 112; 
122]. В большинстве технологий заморажива-
ние соломинок осуществляется при их горизон-
тальном расположении на полистироловой рам-
ке, плавающей на поверхности LN

2
 в полистиро-

ловом ящике (на высоте 1-6 см над этой поверх-
ностью в течение 3-10 минут), с последующим 
погружением в LN

2
.

Уникальная технология замораживания 
большого объема спермы радужной форели в 1,2 
мл-соломинках, для дальнейшего осеменения 
им промышленных партий икры, была разра-
ботана Ф. Ланштайнером и сотрудниками [96]. 
Соломинки в количестве 16 шт., прикреплен-
ные к гибкой пластиковой ленте, заморажива-
лись горизонтально в 1 см над поверхностью 
LN

2
 в течение 10 минут, после чего, свернутая 

в рулон, лента с соломинками упаковывалась 
в цилиндрический стакан для хранения в LN

2
. 

Оттаивание происходило в развернутом виде, 
а  затем снова в свернутом проводилось одно-
временное обрезание концов всех соломинок и 
выливание всего объема размороженной спер-
мы на 500 г икры. Полученная степень оплодот-
ворения была такой же, как с нативным контро-
лем (87,5%).

Некоторые авторы приводят описания дру-
гих режимов в программируемых заморажива-
телях [15; 30; 31; 44; 56; 115; 138], в том числе 
при использовании 10 мл-криопробирок [23; 
112]. На рубеже веков использовалась класси-
ческая техника гранулирования разбавленной 
спермы на сухом льду с последующим погруже-
нием в  LN

2
 [16; 17; 19-21; 37; 63; 65; 69; 87; 88; 

90; 123; 124; 157]. 
В последнее десятилетие чилийскими крио-

биологами [58; 59; 110; 111] для спермы лосо-
севых разрабатывалась технология витрифика-
ции (стеклования) гранул, в которой суспензия 
спермы в среде накапывается по 20-30 мкл пря-
мо в LN

2
, с последующим хранением получен-

ных сферических гранул в криопробирках в LN
2
. 

Интерес к этой технологии связан с исключени-
ем образования внутри и вне клетки кристаллов 
льда, как основного повреждающего фактора, 
из-за сверхвысокой скорости замораживания. 
Лучшие результаты оплодотворения икры кри-
оконсервированной таким образом спермой 
радужной форели-реверсанта и атлантического 
лосося пока не очень высоки (31% и 46%, соот-
ветственно), что может быть связано не только 
со способом замораживания, но и с составом 
криозащитной среды на основе трис-буферного 

разбавителя Кортланда с добавлением 0,13 М 
сахарозы, 10% ДМСО, 2% BSA, и 50% семенной 
плазмы. Хотя именно этот количественный со-
став обеспечивал, по сообщению авторов, луч-
шие характеристики размороженной спермы: 
целостность плазматической мембраны – 98,4-
98,6%, целостность митохондриальной мембра-
ны – 36,2-47,2%, фрагментация ДНК – 9,2-11,1%. 

Приводимые в рассматриваемых публикаци-
ях режимы оттаивания соломинок на водяной 
бане различны (в среднем при температуре 25-
40°С за 10-30 с). Гранулы размораживались при 
тех же температурах в пробирках с раствором 
NaHCO

3
 или со средой, в которой они были за-

морожены.
Эффективность протоколов криоконсерва-

ции в большинстве случаев оценивалась по ре-
зультатам оплодотворения икры разморожен-
ной спермой. В общепринятом «сухом» способе 
осеменения икры, для активации подвижности 
сперматозоидов, иногда использовались рас-
творы, содержащие 120 мМ NaHCO

3
 [4; 29; 51; 

67; 69; 88; 115; 123]; 51,3 мМ или 120 мМ NaCl 
[19; 28; 42; 53; 151; 152]; 60 мМ NaHCO

3
, 50 мМ 

трис, рН 9 [89; 93; 95; 96; 106; 135] или то же с 
добавлением 20 мМ глицина и 5 мМ теофиллина 
[99; 100; 138]. Однако большинством исследо-
вателей применялся, разработанный Р. Бийаром 
[24], буферный раствор D 532, состав которого 
интерпретировался по-разному. В публикациях 
приводились четыре состава этого раствора: 

1) 20 мМ трис, 30 мМ глицина, 125 мМ NaCl, 
рН 9 [38; 40; 66; 78; 117; 119; 140; 141]; 

2) 20 мМ трис, 30 мМ глицина, 125 мМ NaCl, 
1 мМ CaCl

2
, рН 9 [50; 81] (этот состав дополнял-

ся также 0,2 или 0,5% BSA [39; 41; 116; 120; 121; 
139]; 

3) 20 мМ трис, 30 мМ глицина, 154 мМ NaCl, 
1 мМ CaCl

2
, рН 9 [20; 21; 49]; 

4) 20 мМ трис, 50 мМ глицина, 95 мМ NaCl, 
рН 8,8 [44; 75; 125].

ВЫВОДЫ
Как показывает представленный обзор пу-

бликаций двух последних десятилетий, техно-
логии криоконсервации спермы лососеобраз-
ных рыб получили широкое распространение 
во всем мире. В них, наряду с использованием 
известных ранее и новых многокомпонентных 
разбавителей, явное предпочтение отдавалось 
простым по составу криозащитным средам, та-
ким как раствор глюкозы с добавлением, в каче-
стве проникающего протектора, традиционно-
го ДМСО или нового, перспективного метанола. 
Как стабилизаторы мембран клеток спермы не 
потеряли своей актуальности ни липопротеины 
желтка, ни белки, такие как комплекс белков 
сои, белки семенной плазмы или BSA. Представ-
ляется полезным добавление в среду хлорида 
калия для предотвращения преждевременной 
активации спермы при смешивании. В разбав-
лении спермы средой наметился переход от наи-
более распространенного значения 1:3 к более 
высоким степеням разбавления. Повсеместно 
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применяется более простая и удобная, по срав-
нению с использованием программируемых за-
мораживателей, техника замораживания раз-
бавленной спермы в соломинках объемом 0,25 
мл и 0,5 мл в парах LN

2
 в 1-6 см над его поверх-

ностью в течение 3-10 минут с последующим 
погружением. В общепринятом «сухом» способе 
оплодотворения икры получило широкое рас-
пространение использование трис-буферного 
активатора подвижности спермы D 532. 

Работа по стандартизации протоколов крио-
консервации спермы лососеобразных рыб для ак-
вакультуры, на основе широкого распростране-
ния простой техники замораживания в соломин-
ках, имеет пока локальный характер [84; 86]. 
Многообразие протоколов, огромное количество 
разрозненных фактических данных и близкие ре-
зультаты оплодотворения икры размороженной 
спермой, достигаемые в различных протоколах, 
с разными средами и криопротекторами, исклю-
чают возможность реализации единого стандарт-
ного протокола. Исследовательские коллективы, 
в рамках своих протоколов, проводят работу по 
оптимизации и стандартизации всех параметров 
и этапов процесса. Главной проблемой в этой де-
ятельности по-прежнему остается обеспечение 
воспроизводимости результатов криоконсерва-
ции, которые, в первую очередь, определяются 
качеством нативной спермы.

Улучшение качества нативной спермы дости-
гается дополнением кормовых рационов произ-
водителей такими веществами, как аминокисло-
ты (таурин и гипотаурин), витамины (Е и С), ли-
пиды (улучшение качества криоконсервирован-
ной спермы – введением тех же веществ в кри-
озащитные среды), или селекцией стрессоустой-
чивых и хорошо адаптирующихся к условиям со-
держания особей [35]. Для оценки качества, как 
нативной, так и криоконсервированной спермы, 
чаще всего используется анализ ее подвижности, 
который в большинстве современных исследо-
ваний проводится с помощью метода CASA, по-
зволяющего определять различные параметры 
подвижности: процент подвижных клеток МОТ 
(percentage of motile sperm), скорость прямоли-
нейного движения VSL (straight line velocity), ско-
рость криволинейного движения VCL (curvilinear 
velocity), средняя скорость VAP (average path 
velocity), степень прямолинейности движения 
LIN (linearity) и другие. Качество размороженной 
спермы, кроме того, оценивается по таким пока-
зателям, как выживаемость (процент клеток с 
функциональной плазматической мембраной), 
содержание АТФ и целостность ДНК, что связано 
с возможностью повреждений соответственно 
плазматической мембраны, мембран митохон-
дрий и хроматина сперматозоидов, вызываемых 
образованием внутри- и внеклеточных кристал-
лов льда, осмотическим и окислительным стрес-
сом. Всесторонний анализ сведений по качеству 
гамет, методам оценки качества размороженной 
спермы и криоповреждений, с помощью совре-
менного инструментария, дан в обзорных публи-
кациях [13; 14; 25; 35; 60; 61; 154; 156].
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