
15

ГЕНЕТИКА И СЕЛЕКЦИЯ

GENETICS & SELECTION

П
т

и
ц

е
в

о
д

с
т

в
о

 -
 №

1
1

-2
0

2
3

Антон Алексеевич Курочкин, Николай Вячеславович Плешанов

Всероссийский научно-исследовательский институт генетики и разведения сельскохозяйственных животных (ВНИИГРЖ) – 

филиал ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр животноводства – ВИЖ им. академика Л.К. Эрнста»

Аннотация:  Криоконсервация спермы петухов является важным методом сохранения генетического 

материала птиц. В настоящее время основной проблемой при криоконсервации спермы петухов является 

снижение ее общей подвижности и фертильности. Одной из причин деструктивного влияния процесса 

криоконсервации является повышенная выработка клетками активных форм кислорода (АФК), спровоци-

рованная циклом замораживания-оттаивания. АФК в клетках образуются, в основном, при протекании 

окислительно-восстановительных реакций, они необходимы для нормальной жизнедеятельности клеток. 

Однако процесс криоконсервации спермы индуцирует образование избыточного количества АФК, что 

оказывает повреждающее воздействие на клетки. В нашем исследовании мы определяли степень влияния 

внутриклеточного пероксида водорода на показатели заморожено-оттаянного семени петухов с разной 

криоустойчивостью. Ферментативные антиоксиданты оказали положительное воздействие на показатели 

заморожено-оттаянного семени петухов. Для супероксиддисмутазы эффективная концентрация составила 

75 МЕ/мл, для каталазы – 200 мг/мл. Больший эффект от введения ферментативных антиоксидантов в 

состав разбавителя для криоконсервации семени петухов был получен в группе петухов с исходно низкой 

криоустойчивостью спермы, что может говорить о том, что снижение общей подвижности спермы пету-

хов после криоконсервации в большей степени связано с окислительным стрессом.

Влияние ферментативных 
антиоксидантов на показатели спермы 
петухов с разной устойчивостью 
к сверхнизким температурам

Научная статья

УДК 636.082

Введение. Одной из причин 

деструктивного влияния процесса 

криоконсервации спермы на струк-

турную целостность сперматозои-

дов является повышенная выра-

ботка клетками активных форм 

кислорода (АФК), спровоциро-

ванная циклом заморажива ния- 

оттаивания. АФК в клетках образу-

ются, в основном, при протекании 

окислительно- восстановительных 

реакций, они необходимы для 

нормальной жизнедеятельности 

клеток. В малых концентрациях 

АФК способствуют капацитации 

сперматозоидов [1,2], гиперакти-

вации и целостности акросом [3]. 

Однако процесс криоконсервации 

спермы индуцирует образование 

избыточного количества АФК, ко-

торые оказывают повреждающее 

воздействие на клетки. Снижение 

активности антиоксидантных кле-

точных ферментов также индуци-

рует повреждение сперматозоидов 

во время криоконсервации [4].

Влияние свободных радикалов 

и перекисей включает в себя по-

вреждение белков, перекисное 

окисление липидов и поврежде-

ние целостности структуры моле-

кул мтДНК и яДНК. Окислитель-

ный стресс считается основной 

причиной фрагментации ДНК 

в сперме, и, учитывая, что крио-

консервация также повышает уро-

вень АФК в сперме, он, вероятно, 

также является основной причи-

ной фрагментации ДНК в крио-

консервированной сперме [5]. 

Таким образом, криоиндуциро-

ванное повреждение ДНК преиму-

щественно вызвано окислитель-

ным стрессом [6-8].

Холестерин и фосфолипиды 

важны для поддержания струк-

турной целостности мембранных 

систем и играют роль в криорези-

Ключевые слова: сперма петухов, криоконсервация, окислительный стресс, разбавители, фермента-

тивные антиоксиданты.

Для цитирования: Курочкин, А.А. Влияние ферментативных антиоксидантов на показатели 

спермы петухов с разной устойчивостью к сверхнизким температурам / А.А. Курочкин, Н.В. Плеша-

нов // Птицеводство. – 2023. – №11. – С. 15-20.

doi: 10.33845/0033-3239-2023-72-11-15-20



16

ГЕНЕТИКА И СЕЛЕКЦИЯ

GENETICS & SELECTION

П
т

и
ц

е
в

о
д

с
т

в
о

 -
 №

1
1

-2
0

2
3

ли N,N-диметилацетамид (DMA; 

Sigma- Aldrich, США). После эк-

вилибрации осуществлялось 

добавление DMA в количестве, 

соответствующем конечной кон-

центрации 6%. После внесения 

DMA образцы снова помещали 

в холодильную камеру на 1 мин 

для уравновешивания температу-

ры. Криоконсервация производи-

лась в гранулах, по методике [18]. 

Размораживание гранул происхо-

дило на нагретой металлической 

пластине (t=600С) по методике 

ВНИИГРЖ (1989).

Проточная цитометрия. 

Анализ образцов спермы пе-

тухов проводили с использо-

ванием проточного цитометра 

Cytoflex (Beckman Coulter, Inc.). 

Перед исследованием образцы 

разбавленной спермы дважды 

промывали двухкомпонентным 

разбавителем для спермы пету-

хов ВНИИГРЖ (патент № 2482816, 

2013) при 214 g в течение 7 мин. 

В каждом образце анализирова-

лось не менее 10000 событий. 

Целевую популяцию клеток от-

бирали на точечном графике, по-

строенном на основании данных 

бокового светорассеяния (SSC-A), 

и малоуглового светорассеяния 

(FSC-A) для исключения посто-

ронних клеток и конгломератов 

сперматозоидов. Анализ данных, 

полученных на проточном цитоф-

луориметре, проводили с помо-

щью программного обеспечение 

CytExpert, v. 2.4.0.28 (Beckman 

Coulter, Inc.).

Определение жизнеспособ-

ности сперматозоидов. Долю 

живых, мертвых, некротических 

и апоптотических клеток опреде-

ляли, используя набор Аннексин V, 

AF488/PI, Lumiprobe. Образцы 

семени петухов после двукрат-

ной отмывки ресуспензировали 

триклеточного пероксида водо-

рода на показатели заморожено- 

оттаянного семени петухов с раз-

ной общей подвижностью после 

криоконсервации.

Материалы и методика ис-

следований. Взятие и крио-

консервация спермы. В иссле-

довании использовались пету-

хи породы красный род-айленд 

(n=20) в возрасте 52-56 недель 

жизни из «Генетической кол-

лекции редких и исчезающих 

пород кур» ВНИИГРЖ. Взятие 

спермы осуществляли методом 

абдоминального массажа в пе-

нициллиновые флаконы. Спер-

му собирали дважды в неделю 

на протяжении 3 недель. В ходе 

первичной оценки индивидуаль-

ных эякулятов были отобраны 

особи с общей подвижностью 

заморожено- оттаянного семе-

ни ≥30% (n=8, группа 1) и ≤30% 

(n=12, группа 2). Для каждой 

группы свежеполученные эяку-

ляты смешивали в один кластер 

и делили на равные аликвоты 

в соответствии с эксперименталь-

ными группами.

Для составления эксперимен-

тальных сред к разбавителю ЛКС-1 

(Ленинградская криозащитная сре-

да), разработанному ВНИИГРЖ [17], 

добавлялись ферментативные анти-

оксиданты: супероксиддисмутаза 

(СОД; Sigma- Aldrich, США) в ко-

личестве 75 МЕ/мл (группа S75) 

и 200 МЕ/мл (группа S200), ката-

лаза (Sigma- Aldrich, США) в коли-

честве 100 мкг/мл (группа C100) 

и 200 мкг/мл (группа C200). Раз-

бавители добавлялись к свежепо-

лученным эякулятам сразу после 

взятия в соотношении 1:1.

Разбавленное семя помещали 

в холодильную камеру (t=50С) для 

эквилибрации на 40 мин. В каче-

стве криопротектора использова-

стентности спермы птиц [9]. В част-

ности, плазматическая мембрана 

сперматозоидов содержит боль-

шие количества полиненасыщен-

ных жирных кислот (ПНЖК), необ-

ходимых для акросомной реакции 

и взаимодействия с мембраной оо-

цита. С другой стороны, высокое 

содержание ПНЖК в плазматиче-

ских мембранах сперматозоидов 

делает их очень восприимчивыми 

к липопероксидации и уязвимыми 

для окислительного стресса, что 

особенно проявляется у спермы 

птиц [10,11].

Известно, что,  в отличие 

от сперматозоидов млекопитаю-

щих, в сперматозоидах птиц мало 

цитоплазматических антиоксидан-

тов, а мембраны богаты ПНЖК [11-

13]. Данная особенность строения 

плазматической мембраны спер-

миев делает сперму птиц особенно 

восприимчивой к свободноради-

кальному окислению липидов [14]. 

Наиболее распространенными АФК 

являются супероксидный анион- 

радикал (О
2
-) и пероксид водорода 

(H
2
O

2
)
 
[1], поэтому оценка внутри-

клеточного содержания H
2
O

2
 может 

отражать антиоксидантную способ-

ность клеток.

Более того, в исследованиях 

ряда авторов доля клеток с повы-

шенным содержанием пероксида 

водорода разнится. Так, в одном 

исследовании при использовании 

разбавителя Lake доля клеток с по-

вышенным содержанием H
2
O

2
 со-

ставила 28,5±3,2%, а разбавителя 

Betsville – 45,9±3,2% [15]. В другом 

исследовании этот показатель со-

ставил 19,0±1,32% [16]. Такие раз-

личия могут говорить об изменчи-

вости данного показателя вслед-

ствие индивидуальных особенно-

стей отдельных особей.

В нашем исследовании мы 

определяли степень влияния вну-



17

ГЕНЕТИКА И СЕЛЕКЦИЯ

GENETICS & SELECTION

П
т

и
ц

е
в

о
д

с
т

в
о

 -
 №

1
1

-2
0

2
3

дорода в группах 1 и 2 составила 

43,11±5.94 и 35,37±2,49% соот-

ветственно, доля клеток с высо-

ким митохондриальным потенци-

алом – 76,30±8,33 и 80,81±11,88% 

(табл. 1). Таким образом, показате-

ли нативной спермы находились 

на высоком уровне и достоверно 

различались между двумя груп-

пами, что говорит о взаимосвязи 

полученных данных с общей под-

вижностью сперматозоидов пету-

хов в свежеполученных эякулятах.

В образцах заморожено- оттаян-

ного семени разница между груп-

пами с разной общей подвижно-

стью нативной спермы была выше. 

Так, в группе 1 доля живых клеток 

в контроле составила 67,34±8,52, 

апоптотических клеток 3,43±1,54, 

некротических клеток 12,37±3,35, 

мертвых клеток 8,41±0,17%; 

в группе 2 данные показатели со-

ставили 52,94±4,43; 2,34±0,52; 

19,94±1,87 и 24,90±6,88% соот-

ветственно.

Известно, что СОД и каталаза 

способны нивелировать деструк-

тивное влияние АФК путем уско-

рения реакций распада пероксида 

водорода, а также уменьшать окис-

лительный стресс за счет поддер-

жания баланса между O
2
 и H

2
O

2 

[19,20]. Мы наблюдали достовер-

ное снижение доли клеток с повы-

шенным содержанием пероксида 

водорода в заморожено- оттаянной 

сперме в экспериментальных 

группах с добавлением антиокси-

дантов в сравнении с контролем. 

Данная тенденция прослеживалась 

и в группе 1, и в группе 2. Взаи-

мосвязь данного показателя с до-

лей апоптотических клеток соста-

вила r=0,57 (p<0,05) для группы 2 

и r=0,69 (p<0,05) для группы 1, что 

говорит о непосредственном вли-

янии внутриклеточного перокси-

да водорода на запуск процесса 

с интактной плазматической мем-

браной – с высоким и низким со-

держанием H
2
O

2
.

Оценка мембранного по-

тенциала митохондрий. Для 

окрашивания митохондрий в жи-

вых клетках использовали тетра-

метилродамин (TMRE). Этот ли-

пофильный и положительно за-

ряженный краситель проникает 

через плазматическую мембрану 

клеток, селективно накапливаясь 

в активных митохондриях благо-

даря трансмембранному потен-

циалу, который митохондрии 

поддерживают в нормальном 

состоянии. Деполяризация ми-

тохондрий вследствие запуска 

процессов апоптоза, некроза или 

других факторов характеризуется 

уменьшением мембранного по-

тенциала и, как следствие, умень-

шением накопления красителя 

и его флуоресценции, по срав-

нению с интактными клетками, 

имеющими поляризованные ми-

тохондрии. Образцы семени были 

разбавлены до концентрации 

3х106 сперматозоидов на 1 мл. 

После к образцам спермы до-

бавляли 1 мкл TMRE (конечная 

концентрация 1 мкМ/мл) и по-

мещали в темное место на 20 мин 

(t=250С). Спустя 20 мин произ-

водилась двой ная отмывка об-

разцов от остатков флуорохрома 

(1200 об./мин. в течение 7 мин), 

после чего окрашенные образцы 

оценивались на проточном ци-

тофлуориметре.

Результаты исследований 

и их обсуждения. Доля жи-

вых клеток в нативной сперме 

в группе 1 была больше на 8,26% 

(p<0,05), доля мертвых клеток – 

меньше на 4,91% (p<0,05) по срав-

нению с группой 2. Доля клеток 

с повышенным содержанием 

внутриклеточного пероксида во-

в буфере и отбирали 100 мкл су-

спензии клеток для окрашивания. 

Аннексин добавляли к образцам 

в количестве 2 мкл и инкубирова-

ли в течение 10 мин при t=250С. 

По прошествии этого времени к об-

разцам добавляли 400 мкл буфе-

ра для связывания. Перед оценкой 

образцов на проточном цитофлуо-

риметре к ним добавлялся второй 

флуорохром – PI (5 мкл на 500 мкл 

образца). Все разведения образцов 

и используемые концентрации 

флуорохромов использовались 

в соответствии с рекомендациями 

производителя набора. При оценке 

жизнеспособности образцов натив-

ной и заморожено- оттаянной спер-

мы исследуемая популяция клеток 

была разделена на четыре субпо-

пуляции по цвету и интенсивности 

флуоресценции: живые, апоптоти-

ческие, некротические и мертвые 

клетки.

Определение содержания 

внутриклеточного пероксида 

водорода в сперматозоидах. 

Для детектирования внутрикле-

точного пероксида водорода ис-

пользовали флуорохром 2,7-дих-

лорфлуоресцеина диацетат (DCFH-

DA; Sigma- Aldrich, США). Образцы 

семени были разбавлены до кон-

центрации 3х106 сперматозоидов 

на 1 мл. Затем к образцам спермы 

добавляли 4 мкл DCFH-DA (конеч-

ная концентрация 4 мкМ) и поме-

щали в темное место на 20 мин 

(t=250С). Спустя 20 мин образцы 

отмывались от остатков флуорох-

рома (1200 об./мин. в течение 

7 мин). Перед тем, как образцы 

были оценены на проточном ци-

тофлуориметре, к ним добав-

лялся второй флуорохром – PI 

(2 мкл на 1000 мкл образца). При 

оценке уровня флуоресценции 

на проточном цитофлуориметре 

выделяли две популяции клеток 
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подвижности спермы петухов по-

сле криоконсервации в большей 

степени связано с окислительным 

стрессом. Достоверная взаимосвязь 

между долей клеток с повышенным 

содержанием пероксида водорода 

и долей апоптотических клеток го-

ворит о непосредственном влияние 

АФК на запуск процессов клеточно-

го апоптоза.

Использование предлагаемых 

составов разбавителей для крио-

консервации с емени петухов, ве-

роятно, даст возможность расши-

рить спектр самцов, пригодных для 

криоконсервации репродуктивных 

клеток, что будет способствовать со-

хранению биоразнообразия сель-

скохозяйственных птиц.

Работа выполнена в рам-

ках государственного задания 

№ 121052600357-8.

концентрация оказала токсичное 

действие на сперматозоиды. Для 

каталазы, напротив, более высо-

кая концентрация в разбавителе 

(200 мг/мл) оказала более выра-

женное положительное действие 

на показатели спермы после цикла 

замораживания- оттаивания, в т.ч. 

в группе 2 (табл. 1).

Выводы. Ферментативные анти-

оксиданты (СОД и каталаза) оказали 

положительное воздействие на по-

казатели заморожено- оттаянного 

семени петухов. Для СОД эффек-

тивная концентрация составила 

75 МЕ/мл, для каталазы – 200 мг/мл. 

Среднее увеличение доли живых 

клеток было больше в группе 2 

(с изначально более низкой об-

щей подвижностью заморожено- 

оттаянного семени), что может го-

ворить о том, что снижение общей 

апоптоза клеток. Приняв во вни-

мание тенденцию к увеличению 

митохондриального потенциала 

клеток в экспериментальных груп-

пах с добавлением антиоксидан-

тов, можно предположить, что 

причиной наблюдаемого нами 

запуска клеточной гибели являет-

ся активация каспазного каскада 

и экспрессия фосфатидилсерина 

на поверхности клеток вследствие 

высвобождения митохондриями 

цитохрома С и других апоптоген-

ных факторов [21].

СОД, добавленная к среде в ко-

личестве 75 МЕ/мл, увеличивала 

жизнеспособность клеток в срав-

нении с контролем. Добавление 

большего количества антиокси-

данта в среду (200 МЕ/мл) дало 

незначительные улучшения толь-

ко в группе 1, а в группе 2 данная 

Таблица 1. Показатели заморожено-оттаянной спермы петухов с разной устойчивостью к сверхнизким 

температурам с добавлением ферментативных антиоксидантов

Группа 1 Группа 2

Группа

Живые 

клетки, 

%

Апоп тоз, 

%

Нек роз, 

%

Мерт-

вые 

клетки, 

%

H
2
O

2
, %

Мит. 

потенциал, 

%

Живые 

клетки, 

%

Апоп тоз, 

%

Некроз, 

%

Мертвые 

клетки, 

%

H
2
O

2
, %

Мит. 

потенциал, 

%

Нативная 

сперма

82,26 ± 

1,18GA

2,44 ± 

0,54 G

4,01 ± 

0,66 GK

11,29 ± 

0,97 GHA

43,11 ± 

5.94 GIJK

80,81 ± 

11,88 G

73,98 ± 

1,55AG

3,18 ± 

0,88AC

6,64 ± 

1,14A

16,20 ± 

1,18AG

35,37 ± 

2,49ACDEF

76,30 ± 

8,33A

Контроль
67,34 ± 

8,52H

3,43 ± 

1,54 H

12,37 ± 

3,35 H

8,41 ± 

0,17 HG

39,45 ± 

11,39 HJL

67,13 ± 

8,38 H

52,94 ± 

4,43BA

2,34 ± 

0,52BC

19,94 ± 

1,87BA

24,90 ± 

6,88B

41,37 ± 

11BCDEF

62,81 ±

 5,73B

S75
71,04 ± 

6,54I

1,66 ± 

0,41 I

12,11 ± 

2,49 I

15,20 ± 

4,08 I

15,29 ± 

7,28 IG

75,72 ± 

6,62 I

56,59 ± 

13,79CA

0,70 ± 

0,06CAB

12,93 ± 

4,43C

34,33 ± 

14,29C

12,69 ± 

3,19CAB

64,04 ± 

13,63C

S200
70,09 ± 

6,68J

2,17 ± 

1,38 J

12,06 ± 

2,16 J

9,21 ± 

0,73 JD

8,20 ± 

2,37 JHG

71,05 ± 

5,79 J

51,49 ± 

8,69DA

1,01 ± 

0,31D

18,90 ± 

0,40DA

19,92 ± 

0,49DJ

10,02 ± 

3,79DAB

52,01 ± 

16,61D

C100
63,38 ± 

8,18K

0,91 ± 

0,51 K

12,57 ± 

1,80 KG

15,21 ± 

5,83 K

11,08 ± 

2,53 KG

75,24 ± 

0,32 K

50,30 ± 

3,23EA

2,48 ± 

0,66E

23,77 ± 

0,59E

20,24 ± 

1,95E

13,92 ± 

6,55EAB

72,65 ± 

5,34E

C200
67,60 ± 

5,98L

2,16 ± 

1,29 L

14,44 ± 

3,73 L

21,35 ± 

11,10 L

8,47 ± 

2,70 LH

76,32 ± 

3,07 L

58,21 ± 

7,11FA

1,90 ± 

0,55F

13,16 

± 7F

13,72 ± 

2,30F

12,84 ± 

6,20FAB

64,38 ± 

8,49F

Данные в таблице представлены в виде средних величин, ± ст. ошибка. Латинским буквам соответствуют разные группы (Группа – 2, 

нативная сперма: А, контроль: B, S75: C, S200: D, C100: E, C200: F, группа – 1, нативная сперма: G, контроль: H, S75: I, S200: J, C100: 

K, C200: L), несколько букв обозначают достоверность разницы между показателями, (p<0,05), группы сравнивались между собой вну-

три каждого показателя, но не между показателями. Контролем являлась группа заморожено-оттаянного семени с разбавителем ЛКС-1. 

Достоверность рассчитывали по t-критерию Стьюдента.
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Effects of Enzymatic Antioxidants in the Dilutants on the Parameters 

of Frozen/Thawed Rooster Sperm with Natively High 

and Low Tolerance to Ultra-Low Temperatures

Anton A. Kurochkin, Nikolay V. Pleshanov

All-Russian Research Institute of Farm Animal Genetics and Breeding - branch 

of the L.K. Ernst’s Federal Research Center for Animal Husbandry

Abstract. Cryopreservation of roosters’ sperm is an important method of preservation of avian genetic ma-

terial; however, at present the efficiency of this method is constrained by the decreased motility and fertility 

of frozen/thawed sperm. The deterioration of quality of frozen/thawed sperm is directly related to the cellular 

production of reactive oxygen species (ROS) during these procedures. ROS are the normal products of cellular 

redox reactions necessary for cellular metabolism; however, the processes of cryopreservation of the sperm 

induce the excessive ROS production which can result in the damages of the cells. In the study presented we 

found the interrelationship between intracellular concentration of hydrogen peroxide and the parameters of fro-

zen/thawed rooster semen samples with different native cryotolerance (i.e. resistance of general motility of the 

spermatozoa to the freezing/thawing cycle). Introduction of enzymatic antioxidants superoxide-dismutase (SOD) 

or catalase into the sperm dilutants prior to cryopreservation beneficially affected the parameters of frozen/

thawed semen; the most effective concentration of SOD in the dilutant was found to be 75 IU/mL, concentration 

of catalase 200 mg/mL. Since the effect of these antioxidants was more evident with the sperm with natively 

lower cryotolerance it was concluded that oxidative stress induced by the cryopreservation of semen can be pro-

bably regarded as the main factor contributing to the decrease in general motility of the spermatozoa in frozen/

thawed rooster sperm.
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