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Ранее было показано, что предварительная инкубация сперматозоидов перед замораживанием в присутствии со-

единений, способствующих капацитации (dbcAMP, теофиллин), повышает число жизнеспособных клеток после раз-
мораживания [1]. В данной работе предварительную инкубацию сперматозоидов перед заморозкой проводили в при-
сутствии соединений, активирующих капацитацию (кофеин) и не влияющих на этот процесс (ПРЛ и ГТФ). Оценку 
жизнеспособности сперматозоидов проводили с использованием флуоресцентного красителя пропидиума иодида, по-
зволяющего по изменению окраски клеток разделять их на живые и мертвые. Было показано, что инкубация интактных 
сперматозоидов без последующего замораживания в среде без добавок в присутствии кофеина в концентрации 2 мМ, 
а также при совместном действии пролактина (ПРЛ) и ГТФ в концентрации 10 нг/мл и 10 мкМ соответственно не 
оказывала влияния на соотношение числа живых и мертвых клеток. Во всех вариантах экспериментов число живых 
сперматозоидов быков превышало количество мертвых клеток примерно в 3 раза. В сперматозоидах быков, которые 
перед заморозкой инкубировали в течение 4 часов без вышеуказанных реагентов, после размораживания соотношение 
количества живых и мертвых клеток составило 1:1. Предварительная инкубация сперматозоидов перед замораживани-
ем в присутствии кофеина после размораживания/оттаивания обеспечила увеличение числа жизнеспособных сперма-
тозоидов и снижение количества мертвых клеток. При инкубации сперматозоидов в течении 4 часов перед криоконсер-
вацией в присутствии ПРЛ и ГТФ, замораживании и последующем оттаивании клеток число жизнеспособных клеток 
не изменилось. Таким образом, предварительная инкубация сперматозоидов перед криоконсервацией с кофеином, обе-
спечивающая увеличение числа капацитированных клеток, приводит к росту числа жизнеспособных сперматозоидов 
после размораживания. 
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Previously, it was shown that pre-incubation of spermatozoa before freezing in the presence of compounds providing 

capacitation (dbcAMP, theophylline) increases the number of viable cells after thawing [1]. In this study, pre-incubation of 
spermatozoa before freezing was carried out in the presence of compounds that activating capacitation (caffeine) and do not af-
fect this process (PRL and GTP).The evaluation of the sperm viability was carried out with using of fluorescent dye propidium 
iodide, which allows to divide cells into live and dead by changing of cell color. It was shown that the incubation of intact 
spermatozoa without subsequent freezing in medium without any additives, or in the presence of caffeine (2 mM), as well as 
with addition of 10 ng / ml prolactin (PRL) and 10 μM guanosine triphosphate (GTP) did not affect the proportion of living and 
dead cells. In all variants of the experiments, the number of live spermatozoa of bulls exceeded the number of dead cells about 
3 times. In spermatozoa, which were incubated for 4 hours before freezing without the above reagents, the ratio of live / dead 
cells was 1:1 after thawing. Pre-incubation of sperm cells before freezing in the presence of caffeine after freezing/thawing 
provided the increase in the number of viable spermatozoa and the decrease in the number of dead cells. Incubation of sperm 
for 4 hours before freezing in the presence of PRL and GTP, the freezing and the subsequent thawing the number of living and 
dead cells did not change. Thus, the incubation of cells with caffeine before cryopreservation providing the rise of capacitated 
cells leads to the increase in the number of viable spermatozoa after thawing.

Положительная рецензия представлена В. П. Терлецким, доктором биологических наук, 
профессором кафедры естествознания и географии Ленинградского государственного университета им. А. С. Пушкина.
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Цель и методика исследований
Возрастающий интерес в повышении качества 

замороженной спермы быков в последние годы был 
определен снижением плодовитости молочных ко-
ров [3, 9]. Замораживание и оттаивание спермы бы-
ков приводит к уменьшению процента жизнеспособ-
ных клеток примерно до 50–60 % [7]. Поэтому при 
использовании замороженной спермы требуется уве-
личение концентрации мужских гамет, необходимой 
для оплодотворения, более чем в три раза, чтобы до-
стичь показателей эффективности осеменения неза-
мороженной спермой [8].

Известно, что процесс замораживания/оттаива-
ния спермы не только приводит к деструктивным 
изменениям липидного состава мембраны, но и к 
снижению подвижности сперматозоидов и их жиз-
неспособности, деструкции ДНК [11]. Особенности 
клеточной структуры сперматозоидов и их плазмати-
ческой мембраны, низкая активность антиоксидант-
ной системы сперматозоидов делают их уязвимыми 
для свободных радикалов, которые в большом коли-
честве образуются во время процесса криоконсерва-
ции [10].

Добавление холестерина в криопротекторы улуч-
шает способность спермы к криоконсервации за счет 
сохранения целостности мембраны и гидрофобно-
сти, уменьшения осмотического стресса [5]. Было 
показано, что БСА (бычий сывороточный альбумин) 
увеличивает подвижность и жизнеспособность спер-
матозоидов после длительного хранения при низких 
температурах [6]. Таким образом, совершенствова-
ние криосред позволило бы повысить эффективность 
криоконсервации спермы.

Целью работы явилось изучение влияния кофеи-
на на жизнеспособность интактных и разморожен-
ных сперматозоидов быков. Использование кофеина 
было связано с необходимостью активации в сперма-
тозоидах быков процессов капацитации [2], в то вре-
мя как совместное действие ПРЛ и ГТФ приводило к 
активации актросомной реакции [4]. 

В экспериментах использовали свежие эякуля-
ты от трёх разных быков чёрно-пёстрой породы. 
Для удаления семенной плазмы спермиев отмывали 
двумя последовательными центрифугированиями в 
течение 10 минут при 300 g в среде Sp-TALP, кото-
рая состояла из 100 мМ NaCl, 3,1 мМ KCl, 25 мМ 
NaHCO3, 0,3 мМ NaH2PO4, 21,6 мМ лактата натрия, 
0,5 мМ CaCl2, 0,4 мМ MgCl2, 10 мМ HEPES, 1 мМ пи-
рувата натрия и 0,1 % поливинилалкоголя. Инкуба-
ция спермы экспериментальных групп проводилась 
в среде Sp-TALP с 6 мг/мл бычьего сывороточного 
альбумина (БСА) без или в присутствии различных 
добавок: 2 мМ кофеина, 10 нг/мл пролактина (ПРЛ) и 
10 мкМ гуанозинтрифосфата (ГТФ). Клетки инкуби-
ровались при 38 °С в атмосфере 5 % СО2, 95 % влаж-

ности в течение 4 часов. Для замораживания эякулят 
быков смешивали с разбавителем в соотношении 1:1 
при 27 °С и охлаждали до 18–22 °С. Затем проводили 
итоговое разбавление, фасовку и эквилибрацию (экс-
позиция при 4 °С в течение 3–4 часов). Сперматозо-
идов замораживали в течение 7,5 минут до темпера-
туры –145  °С. Контейнер с образцами помещали в 
жидкий азот (–196 °С). Соломины со спермой размо-
раживали на водяной бане (38,5 °С) в течение 1 мин. 

Число погибших и живых клеток определяли по 
стандартной методике с использованием 0,06 % рас-
твора пропидиума иодида. Для подсчёта использо-
вали микроскоп AxioLab. A1 (Carl Zeiss) с фазовым 
контрастом и эпифлуоресцентной оптикой (при воз-
буждении 535 нм и излучении –617 нм). Сперматозо-
иды, имеющие яркую флуоресценцию всей головки, 
оценивались как мертвые, имеющие слабо окрашен-
ную головку – как живые.

Достоверность различий для 4–5 экспериментов 
оценивали с помощью t-критерия Стьюдента. 

Результаты исследований
Одной из главных проблем в криобиологии яв-

ляется сохранение жизнеспособности при замора-
живании. Основным подходом, используемым для 
повышения выхода жизнеспособных клеток после 
замораживания, является улучшение качества кри-
осред путем подбора криопротекторов. Однако полу-
чаемые результаты при этом достаточно скромные. 
Применение лучших протоколов криоконсервации 
позволяло пережить замораживание половине клеток 
исходно подвижной популяции [12]. Использование 
различных криопротекторов показало, что лучшие 
показатели подвижности и целостности мембран 
клетки были в сперматозоидах, при замораживании 
которых использовали глицерин [7]. Ранее нами на 
сперматозоидах быков было показано, что предвари-
тельная инкубация сперматозоидов перед заморажи-
ванием в присутствии соединений, активирующих 
капацитацию (dbcAMP, теофиллин), приводило к по-
вышению числа жизнеспособных клеток после раз-
мораживания [1]. В данной работе предварительную 
инкубацию сперматозоидов перед заморозкой прово-
дили в присутствии соединений, активирующих ка-
пацитацию (кофеин) и не влияющих на этот процесс 
(ПРЛ и ГТФ). 

Данные о влиянии различных соединений на жиз-
неспособность интактных сперматозоидов быков 
показаны на рис. 1. Видно, что инкубация сперма-
тозоидов в течение 4 часов в отсутствии добавок, а 
также в присутствии кофеина в концентрации 2 мМ 
и совместном действии ПРЛ и ГТФ в концентрации 
10 нг/мл и 10 мкМ соответственно не приводили к 
различиям в соотношении числа мертвых и живых 
клеток.
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Результаты экспериментов по идентификации 
характера влияния предварительной капацитации 
сперматозоидов быков в присутствии индукторов ка-
папацитации перед заморозкой на жизнеспособность 
этих клеток после размораживания представлены на 
рис. 2. Показано, что инкубация клеток в течение 
4 ч без добавок, а также в присутствии ПРЛ и ГТФ 

в концентрации 10 нг/мл и 10 мкМ соответственно не 
оказывала влияние на соотношение числа мертвых и 
живых клеток, которое в данном случае равнялось 
примерно 1:1. В то же время использование при пред-
варительной инкубации кофеина в концентрации 
2 мМ приводило к значительному увеличению числа 
жизнеспособных клеток после их размораживания.  

Рис. 1. Влияние различных соединений на жизнеспособность интактных сперматозоидов быков. 
По горизонтали: 1 ‒ клетки без инкубации; 2 ‒ клетки, инкубированные 4 ч без добавок (К); 3 ‒ К + добавление кофеина 
в концентрации 2 мМ; 4 ‒ К + совместное добавление ПРЛ и ГТФ в концентрация 10 нг/мл и 10 мкМ, соответственно

Fig. 1. The effect of various compounds on the viability of intact bovine spermatozoa. 
Horizontal: 1 ‒ cells without incubation; 2 ‒ cells incubated for 4 hours without additives (K); 3 ‒ K + the addition of caffeine at a concentra-

tion of 2 mM; 4 ‒ K + the addition of PRL and GTP at a concentration of 10 ng / ml and 10 μM, respectively

Рис. 2. Влияние предварительной капацитации сперматозоидов быков перед заморозкой на жизнеспособность клеток после 
размораживания. По горизонтали: 1 ‒ клетки без инкубации; 2 ‒ клетки, инкубированные 4 ч без добавок (К); 

3 ‒ К + добавление кофеина в концентрации 2 мМ; 4 ‒ К + совместное добавление ПРЛ и ГТФ в концентрация 10 нг/мл и 10 мкМ 
соответственно. Различия достоверны при a:e; c:e; e:g; b:f; d:f; f:hP < 0,001

Fig. 2. The effect of preliminary capacitation of bovine spermatozoa before freezing on the cell viability after thawing. 
Horizontal: 1 ‒ cells without incubation; 2 ‒ cells incubated for 4 hours without additives (K); 

3 ‒ K + the addition of caffeine at a concentration of 2 mM; 4 ‒ K + the  addition of PRL and GTP at a concentration of 10 ng/ml and 10 μM, 
respectively. The differences are significant with a: e; c: e; e: g; b: f; d: f; f: h P <0.001
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Выводы. Рекомендации
1. Предварительная инкубация сперматозоидов 

быков в течение 4 часов в присутствии кофеина, а 
также совместное действие ПРЛ и ГТФ без после-
дующей заморозки не влияли на соотношение числа 
живых и мертвых клеток во всех сериях проведён-
ных экспериментов.

2. Предварительная инкубация в присутствии 
ПРЛ, ГТФ и кофеина до замораживания приводила 
к увеличению числа жизнеспособных клеток после 
размораживания, тогда как при совместном воздей-
ствии ПРЛ и ГТФ без использования кофеина выше-
указанного эффекта не наблюдали. 

Работа выполнена при финансовой поддержке ФАНО (Госзадание №АААА-А18-118021590132-9).
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