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Аннотация. Исследовано влияние молекулярного водорода на функциональные показатели сперматозоидов крупного рогатого скота 
(подвижность, содержание АТФ, окислительные процессы, жизнеспособность, морфология акросомы). Сперму быков черно-пестрой 
породы разбавляли стерильной средой BioXcell. Для  анализа действия молекулярного водорода на сперматозоиды его добавляли в 
BioXcell. Показатели изучали в нативной сперме, разбавленной средой BioXcell, в сперме после глубокой заморозки, а также в сперме, 
подвергнутой глубокой заморозке и предварительной обработке молекулярным водородом. Добавление молекулярного водорода в сре-
ду для разбавления спермы способствовало росту подвижности клеток, усилению энергетического обмена и снижению оксидатив-
ного стресса в сперматозоидах. Доказана необходимость углубленного изучения влияния молекулярного водорода на качественные 
характеристики сперматозоидов крупного рогатого скота и уточнения на этой основе существующих технологических регламен-
тов консервации семени.
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Abstract. The effect of molecular hydrogen on the functional parameters of bovine sperm cells has been studied. The influence of molecular 
hydrogen on motility, ATP content, oxidative processes, viability and morphology of the acrosome in bull spermatozoa has been studied. The study 
was performed on sperm production of black-and-white cattle. The sperm was diluted with a sterile BioXcell medium (France). To analyze the 
effect of molecular hydrogen on bull spermatozoa, molecular hydrogen was added to the BioXcell medium. The analyzed parameters were studied 
in native sperm diluted with BioXcell medium, in sperm after deep freezing, as well as sperm subjected to deep freezing and pretreatment with 
molecular hydrogen. The addition of molecular hydrogen to the medium for diluting sperm contributed to an increase in cell mobility, increased 
energy metabolism and reduced oxidative stress of spermatozoa. The  results obtained showed the need for an in-depth study of the effect of 
molecular hydrogen on the qualitative characteristics of sperm in cattle and, on this basis, to clarify the existing technological regulations for seed 
conservation.
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Криоконсервация продолжает оставаться одним из 
наиболее перспективных методов длительного хране-
ния спермы генетически улучшенных и исчезающих 
видов животных. Данный метод способствует широ-
кому распространению генетического разнообразия и 
вносит значительный вклад в развитие репродуктив-
ных технологий. [9, 10, 15]

Однако криоконсервация негативно влияет на 
физиологические характеристики сперматозоидов. 
Процесс заморозки и оттаивания спермы приводит 
к повреждению клеток и снижению качества эякуля-
та. Межвидовые различия в размере, форме и составе 
липидных и белковых компонентов мембраны спер-
матозоидов свидетельствуют о том, что существую-
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щие методы недостаточно эффективны. Доказано, что 
сперматозоиды сельскохозяйственных животных наи-
более чувствительны к криоконсервации. [12]

Технология криоконсервации спермы быков обе-
спечивает выживаемость приблизительно 40…50% 
сперматозоидов после размораживания.  [3, 10] Есть 
данные о том, что окислительный стресс, возника-
ющий в ходе замораживания и оттаивания сперми-
ев  – ведущий фактор в снижении их фертильности. 
Известно, что плазматическая мембрана половых 
клеток помогает взаимодействию между сперматозо-
идом и яйцеклеткой. Для  крупного рогатого скота в 
мембране гамет характерно повышенное содержание 
ненасыщенных жирных кислот, по сравнению с на-
сыщенными, что делает ее уязвимой к повреждениям 
и перекисному окислению липидов. В  результате ак-
тивации свободнорадикальных процессов изменяется 
конфигурация структурных компонентов мембран, 
что приводит к ухудшению качества размороженных 
сперматозоидов, снижению их жизнеспособности и 
подвижности после размораживания. [17] Для высокой 
фертильности сперматозоидов необходимым факто-
ром считается и структурно-функциональная целост-
ность акросомы. Активные формы кислорода могут 
повредить акросомный слой сперматозоидов, что 
ухудшает их способность проникать через блестящую 
оболочку яйцеклетки. [12]

Совершенствование протоколов криоконсервации 
спермы крупного рогатого скота позволило бы пре-
одолеть множество проблем, связанных со снижением 
качества размороженной спермы.

Эффективный ингибитор свободнорадикальных 
процессов  – молекулярный водород. Он  обладает 
преимуществами перед другими антиоксидантами. 
Это  обусловлено его селективным действием на ак-
тивные формы кислорода, которые в низких концен-
трациях регулируют процессы апоптоза и дифферен-
цировки клеток. Соответственно, необоснованное 
использование высоких доз антиоксидантов может 
нарушить вышеупомянутые процессы. Молекулярный 
водород, в отличие от других антиоксидантов, преодо-
левает клеточные мембраны и проникает в органоиды 
клетки. Ни в одном из исследований не сообщается о 
его токсических эффектах. [11, 13, 14, 19]

Цель работы – оптимизация процесса криоконсер-
вации спермы быков путем введения в среду для ее раз-
бавления молекулярного водорода.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Эксперименты проводили in vitro на кафедре фи-
зиологии, биохимии животных и акушерства Ниже-
городского государственного агротехнологического 
университета имени Л.Я Флорентьева и в лаборатории 
ООО «Нижегородское» по племенной работе.

Объект изучения  – сперма черно-пестрых голшти-
низированных быков. Сбор спермы осуществляли в 
соответствии с национальными стандартами крио-
консервации и применения генетического материала 
племенных производителей.  [4] Использовали около 
50 эякулятов быков в возрасте трех лет. Отбирали семя 
с подвижностью сперматозоидов более 7 баллов.

Для анализа воздействия молекулярного водорода 
на сперматозоиды эякулят смешивали со средой для 
разбавления спермы BioXcell. В качестве криопротек-
тора в состав BioXcell добавляли молекулярный водо-
род в концентрации 1,2 мг/л. Получали молекулярный 
водород с помощью установки Бозон-Н-Н2/О3.

Замораживали сперму в открытых гранулах по 
0,2 мл в соответствии с ГОСТом 26030-2015 в течение 
7,5 мин. до  температуры минус 145°C, затем контей-
неры с образцами помещали в жидкий азот (минус 
196°C).

После криоконсервации сперматозоиды отделяли 
от семенной плазмы центрифугированием при 400 g 
в течение 10 мин., надосадочную жидкость сливали. 
Осадок суспендировали в 1 мл физиологического рас-
твора. Лизис сперматозоидов проводили трехкратным 
замораживанием/оттаиванием. Затем образцы цен-
трифугировали при 2500 g – 5 мин.

Каждый образец эякулята делили на три пробы: 
первая (контроль)  – сперма нативная, разбавленная 
BioXcell; вторая – после глубокой заморозки, предва-
рительно разбавленная BioXcell; третья – после глубо-
кой заморозки, предварительно обработанная молеку-
лярным водородом и разбавленная BioXcell.

В сперматозоидах оценивали АТФ по методу И.Л. Ви-
ноградовой с соавторами, концентрацию малонового 

Влияние молекулярного водорода и криоконсервации на морфофункциональные показатели сперматозоидов быков, (М ± m)

Показатель Нативные сперматозоиды, контроль
Сперматозоиды

после криоконсервации воздействия молекулярным  
водородом и криоконсервации

Подвижность, % 82,51 ± 5,95 71,15 ± 4,34* 79,62 ± 3,60*, ∆ 
Содержание АТФ, мкмоль/л 0,79 ± 0,09 0,28 ± 0,05* 0,47 ± 0,04*, ∆

Присутствие акросомы 99,57 ± 4,53 89,57 ± 5,13* 94,23 ± 4,48
Нормальное положение акросомы 97,32 ± 3,41 91,24 ± 2,39* 94,54 ± 3,25
Нормальная форма акросомы 90,24 ± 2,24 81,36 ± 2,19* 86,44 ± 3,12
Компактное содержимое акросомы 85,33 ± 3,37 74,32 ± 3,37 75,44 ± 3,23
МДА, нМоль/мл 0,61 ± 0,32 0,85 ± 0,14* 0,56 ± 0,08 *, ∆

Содержание ДК, ед.опт.пл/мг 0,24 ± 0,04 0,40 ± 0,08* 0,19 ± 0,03∆

Содержание ТК, ед.опт.пл/мг 0,58 ± 0,24 0,88 ± 0,11* 0,27 ± 0,05*, ∆

Содержание ОШ, ед. опт. пл/мг 50,17 ± 4,87 61,21 ± 2,46 50,50 ± 7,02
HOS-тест 93,9 ± 3,03 79,9 ± 5,32* 84,9 ± 2,88*

Примечание: * – статистически значимые различия по отношению к контролю, р≤0,05; ∆ – статистически значимые раз-
личия между группами после криоконсервации, р≤0,05.
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диальдегида (МДА), содержание диеновых конъюгатов, 
триеновых конъюгатов, оснований Шиффа. [1, 2, 7] Под-
вижность сперматозоидов определяли с помощью спер-
моанализатора SA-500 фирмы «Биола» (Россия).

Ультраструктуру сперматозоидов устанавливали 
электронно-микроскопическим исследованием. Эяку-
лят фиксировали 2,5% раствором глутарового альде-
гида и 1% осмиевой кислотой, заливали в эпоксидную 
смолу. Ультратонкие срезы просматривали через элек-
тронный микроскоп Hitachi SU8220 (Япония), анали-
зировали положения и формы акросомы.

Жизнеспособность сперматозоидов оценивали с 
помощью теста на гипоосмотическое набухание (HOS-
тест). Все  формы набухания жгутика подсчитывали 
как живые сперматозоиды. Число набухших клеток на 
100 исследуемых сперматозоидов выражали в процентах.

Результаты обрабатывали по параметрическому 
t-критерию Стьюдента, используя программу Micro-
soft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ

После замораживания и оттаивания подвижность 
сперматозоидов уменьшилась на 13,77%, по сравнению 
с контрольной группой клеток. После криоконсерва-
ции значительно увеличилось перекисное окисление 
липидов, что свидетельствует о развитии окисидатив-
ного стресса (см. таблицу). Уровень малонового ди-
альдегида в исследуемых образцах был выше на 30%, 
содержание диеновых и триеновых конъюгатов – 67 и 
52% соответственно, по сравнению с нативными об-
разцами (р≤0,05). После замораживания/оттаивания в 
сперматозоидах зафиксировано снижение уровня АТФ 
на 64,56%, по сравнению с контролем.

Микроскопическое исследование структуры акро-
сомы после криоконсервации выявило изменение 
ее положения и формы, наблюдалось ее набухание. 
Жизнеспособность сперматозоидов, определенная с 
помощью HOS-теста, в результате замораживания и 
оттаивания уменьшилась на 14,91% относительно ин-
тактных клеток.

Подтверждено, что при замораживании спермы 
быков в сперматозоидах усиливаются процессы сво-
боднорадикального окисления, снижается фертиль-
ность и интенсивность биохимических процессов, 
связанных с выработкой энергии.

Добавление молекулярного водорода в среду для 
разбавления спермы и последующая заморозка из-
меняли функциональный статус клеток после оттаи-
вания, подвижность сперматозоидов увеличилась на 
12%, концентрация АТФ – 67,86% относительно спер-
миев, не подвергшихся воздействию молекулярного 
водорода (р≤0,05).

После криоконсервации спермиев с молекулярным 
водородом отмечено выраженное изменение интен-
сивности свободнорадикальных процессов, снижение 
уровня МДА, ДК, ТК на 34,12%, 52,5, 69,32% соответ-
ственно, относительно группы клеток, которые под-
вергались криоконсервации в среде без молекулярного 
водорода.

Проведенные нами исследования доказывают, что 
молекулярный водород достоверно лучше (р≤0,05) 
защищает спермии от негативного воздействия уль-
транизких температур. Добавление молекулярного 
водорода в состав разбавителя спермы улучшает био-

логические показатели ее качества, фертильность, по-
вышает энергетический метаболизм сперматозоидов.

При криоконсервации в сперматозоидах накапли-
ваются супероксидные радикалы  – предшественники 
высокоактивных гидроксильных радикалов, как наи-
более реакционноспособных молекул из-за наличия 
неспаренного электрона. [5, 8] Образовавшиеся актив-
ные формы кислорода приводят к повреждению ДНК, 
белков, липидов, развитию окислительного стресса и 
снижению функциональных показателей спермиев.

Можно предположить, что положительное воздей-
ствие молекулярного водорода на функциональные 
характеристики сперматозоидов связано с его антиок-
сидантными свойствами. Доказано, что он предупреж-
дает образование супероксидного анион-радикала, 
селективно восстанавливает гидроксильный радикал, 
стимулирует активность антиоксидантных ферментов, 
модулирует сигнальную трансдукцию в клетках. [6, 16, 
18, 20–22]

Таким образом, добавление молекулярного водо-
рода в среду для замораживания спермы быков повы-
шает биологическую полноценность сперматозоидов. 
Необходимо продолжать изучение влияния молеку-
лярного водорода на качественные характеристики 
сперматозоидов у крупного рогатого скота и уточнять 
существующие технологические регламенты консерва-
ции семени.
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