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Öèòîìîðôîëîãè÷åñêèå è ôóíêöèîíàëüíûå èçìåíåíèÿ ñïåðìèåâ ðóññêîãî îñåòðà

Íà ïðèìåðå ñåìåííîé æèäêîñòè ðóññêîãî îñåòðà Àcipenser guldenshtadti (Brandt) ïîêàçàíî, ÷òî ðàç-
ðàáîòàííûé íàìè êðèîïðîòåêòîð, â ñîñòàâ êîòîðîãî âõîäÿò äèìåòèëñóëüôîêñèä è ãëèöåðèí ñ äîáàâêîé
ãåïàðèíà, íå âûçûâàåò ñóùåñòâåííûõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ íàðóøåíèé ñïåðìèåâ ïîñëå õðàíåíèÿ ñåìåííîé
æèäêîñòè ïðè íèçêîé è ñâåðõíèçêîé òåìïåðàòóðàõ. Ïðè ýòîì ñïåðìèè òåðÿþò ñïîñîáíîñòü ïîñòóïàòåëü-
íîãî äâèæåíèÿ, íî ñîõðàíÿþò êîëåáàòåëüíîå äâèæåíèå, ÷òî ÿâëÿåòñÿ ïðåèìóùåñòâîì ïåðåä ñòàíäàðòíûì
êðèîïðîòåêòîðîì Øòàéíà. Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ñàõàðîçà è ìàííèò â ñîñòàâå ñòàíäàðòíîãî êðèîïðîòåêòî-
ðà ïîñëå ðàçìîðàæèâàíèÿ ñåìåííîé æèäêîñòè âûçûâàþò ñóùåñòâåííûå ìîðôîëîãè÷åñêèå íàðóøåíèÿ
ñïåðìèåâ ñ ïîëíîé ïîòåðåé äâèãàòåëüíîé àêòèâíîñòè. Ìîäèôèöèðîâàííûé íàìè ñîñòàâ êðèîïðîòåêòîðà
íå âëèÿåò íà ìîðôîôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå ñïåðìèåâ ïîñëå õðàíåíèÿ ñåìåííîé æèäêîñòè ïðè íèçêîé
è ñâåðõíèçêîé òåìïåðàòóðàõ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êðèîêîíñåðâàöèÿ, êðèîóñòîé÷èâîñòü, äåôðîñòàöèÿ, ñïåðìèè, êðèîïðîòåêòîðû,
ðóññêèé îñåòð Acipenser guldenshtadti, öèòîìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç.

Ïî ìåðå ðàñøèðåíèÿ òåõíîãåííîé ñðåäû ìíîãèå âèäû
áèîîáúåêòîâ ïðèðîäíîãî êîìïëåêñà óæå èñ÷åçëè, äðóãèå
íàõîäÿòñÿ íà ãðàíè èñ÷åçíîâåíèÿ. Â ñâÿçè ñ ýòèì ñîõðàíå-
íèå ãåíîôîíäà öåííûõ âèäîâ æèâîòíûõ è ðàñòåíèé â ïî-
ñëåäíèå 30—40 ëåò ñòàíîâèòñÿ âñå áîëåå àêòóàëüíîé
ïðîáëåìîé, ðåøåíèå êîòîðîé òðàäèöèîííî âîïëîùàåòñÿ â
ñîçäàíèè çàïîâåäíûõ çîí íàöèîíàëüíûõ ïàðêîâ è çàêàç-
íèêîâ. Îäíàêî òàêîé ïîäõîä â íàñòîÿùåå âðåìÿ èìååò
îãðàíè÷åíèÿ èç-çà òðóäíîñòåé âûäåëåíèÿ áîëüøèõ ïî
ïëîùàäè òåððèòîðèé. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â Ðîññèè è çà
ðóáåæîì âñå øèðå ïðîâîäÿòñÿ èññëåäîâàíèÿ ïî ðàçðàáîò-
êå áèîòåõíèêè êðèîêîíñåðâàöèè â æèäêîì àçîòå ñåìåí-
íîé æèäêîñòè äèêèõ è ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ,
÷òî ïîçâîëÿåò õðàíèòü åå â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè
(Âåïðèíöåâ, Ðîòò, 1984).

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ îïóáëèêîâàíû ðåçóëüòàòû çàìîðà-
æèâàíèÿ áèîìàòåðèàëà ïðè íèçêîé òåìïåðàòóðå (äî
–80 °Ñ) â ïîñëåäîâàòåëüíîì ðåæèìå êðèîêîíñåðâàöèè
(Èâ÷åíêî è äð., 2004), ÷òî èìååò áîëüøîå çíà÷åíèå äëÿ
ðàéîíîâ, ãäå ñóùåñòâóþò òðóäíîñòè äîñòàâêè æèäêîãî
àçîòà. Êàê èçâåñòíî, ïðè çàìîðàæèâàíèè êëåòêè ðàçðóøà-
þòñÿ êðèñòàëëàìè ëüäà (Ëîçèíà-Ëîçèíñêèé, 1972), ïîýòî-
ìó èññëåäîâàíèÿ â îñíîâíîì íàïðàâëåíû íà ðàçðàáîòêó
èñêóññòâåííûõ ñðåä, â ñîñòàâ êîòîðûõ âõîäèëè áû âåùå-
ñòâà, îáëàäàþùèå âûñîêèìè êðèîïðîòåêòîðíûìè ñâîéñò-
âàìè. Èäåÿ êðèîêîíñåðâàöèè ðåïðîäóêòèâíûõ êëåòîê
áûëà îñóùåñòâëåíà íà ïðèìåðå ñàìöîâ ìëåêîïèòàþùèõ
æèâîòíûõ è ïðèîáðåëà ïðèêëàäíîå çíà÷åíèå â 1950-å
ãîäû (Ñìèðíîâ, 1951). Íàèáîëüøèé óñïåõ áûë ïîëó÷åí
ïðè êðèîêîíñåðâàöèè ñåìåííîé æèäêîñòè ñåëüñêîõîçÿé-
ñòâåííûõ æèâîòíûõ (Luyet, Gehenio, 1940; Mazur, 1963,

1966; Luyet, 1966; Pushkar et al., 1976; Æåëòîáðþõ è äð.,
1977; Ïëàòîâ, Âîëêîâ, 1978; Êóðáàòîâ è äð., 1988). Â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ ýòè ðàçðàáîòêè øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ â
ïðàêòèêå æèâîòíîâîäñòâà (Àéáàçîâ, 2004).

Ñî âðåìåíåì âñå îñòðåå âîçíèêàëà ïðîáëåìà îõðàíû
èñ÷åçàþùèõ äèêèõ æèâîòíûõ, â òîì ÷èñëå öåííûõ âèäîâ
ðûá, íàïðèìåð îñåòðîâûõ Êàñïèÿ. Ñ 1990 ïî 1994 ã. ÷èñ-
ëåííîñòü îñåòðà ñîêðàòèëàñü áîëåå ÷åì â 2.1 ðàçà, ñåâðþ-
ãè — â 2.2, áåëóãè — â 1.7 ðàçà (Âëàñåíêî, 1995). Èññëå-
äîâàíèÿ, ïðÿìî ñâÿçàííûå ñ êðèîêîíñåðâàöèåé ñåìåííîé
æèäêîñòè ðûá, íàèáîëåå øèðîêî ñòàëè ðàçâèâàòüñÿ â ïî-
ñëåäíèå 20 ëåò. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñóùåñòâóåò îáøèðíàÿ
íàó÷íàÿ èíôîðìàöèÿ ïî êðèîêîíñåðâàöèè ñåìåííîé æèä-
êîñòè îñåòðîâûõ, ëîñîñåâûõ è êàðïîâûõ âèäîâ ðûá (Ïóø-
êàðü è äð., 1976, 1979à, 1979á; Êîïåéêà, Íîâèêîâ, 1983;
Àíäðååâ, 1996; Öâåòêîâà, Ñàâóøêèíà, 1997; Àíàíüåâ è
äð., 1998à, 1998á; Áåõ, 2004).

Îñíîâíûì ïîêàçàòåëåì îïëîäîòâîðÿþùåé ñïîñîáíî-
ñòè ñïåðìèåâ äî ñèõ ïîð îñòàåòñÿ ïîäâèæíîñòü ñïåðìèåâ
ïîñëå àêòèâàöèè èõ âîäîé, ÷òî îáû÷íî ïðèìåíÿåòñÿ â ðû-
áîâîäíîé ïðàêòèêå. Îäíàêî èìåþòñÿ äàííûå, ñâèäåòåëü-
ñòâóþùèå î ñîõðàíåíèè îïëîäîòâîðÿþùåé ñïîñîáíîñòè
ñïåðìèåâ ïîñëå ðàçìîðàæèâàíèÿ, óòðàòèâøèõ ïîäâèæ-
íîñòü è ñ ðàçëè÷íûìè ìîðôîëîãè÷åñêèìè íàðóøåíèÿìè
(Ìàêñóäîâ è äð., 1988). Â ðÿäå îïóáëèêîâàííûõ ðàáîò
ïðåäñòàâëåíû äàííûå î âûñîêîé îïëîäîòâîðÿþùåé ñïî-
ñîáíîñòè ðàçìîðîæåííîé ñåìåííîé æèäêîñòè ðûá: íàïðè-
ìåð, äëÿ ñïåðìèåâ ðóññêîãî îñåòðà îíà ñîñòàâèëà 54 %, ïðè
ýòîì êîëè÷åñòâî ïîäâèæíûõ ñïåðìèåâ ñîñòàâèëî â ñðåä-
íåì 56.70 ± 5.12 % (Ïðîíèíà, 2004). Ê ñîæàëåíèþ, ñîñòàâ
êðèîïðîòåêòîðà, âðåìÿ è õàðàêòåð ïîäâèæíîñòè ñïåðìèåâ,
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âðåìÿ è ñïîñîáû îïëîäîòâîðåíèÿ àâòîð íå óêàçûâàåò. Íà-
ðÿäó ñ ïîëîæèòåëüíûì îïûòîì, åñòü äàííûå î íèçêîé
îïëîäîòâîðÿþùåé ñïîñîáíîñòè ñïåðìèåâ âüþíà (Çèí÷åíêî
è äð., 2004), ñåâðþãè è áåëîðûáèöû (Çåìêîâ è äð., 2005).

Îñíîâíûìè êîìïîíåíòàìè èçâåñòíûõ ïî ñîñòàâó êðèî-
ïðîòåêòîðîâ ÿâëÿþòñÿ äèìåòèëñóëüôîêñèä (ÄÌÑÎ), ãëè-
öåðèí, æåëòîê ñâåæèõ êóðèíûõ ÿèö, ãëèöèí, ðàñòâîðû
ìàêðî- è ìèêðîýëåìåíòîâ, áóôåðíûå ðàñòâîðû è ìíîãèå
äðóãèå âåùåñòâà. Âàðüèðîâàíèå ñîñòàâà êðèîïðîòåêòîðîâ
ñòàëè ïðîâîäèòü íà îñíîâå ñðåäû Øòàéíà (Àíàíüåâ è äð.,
1998à, 1998á), à â íàñòîÿùåå âðåìÿ åñòü ñâåäåíèÿ î íîâûõ
âåùåñòâàõ, îáëàäàþùèõ ïðîòåêòîðíûìè ñâîéñòâàìè
(Öâåòêîâà, Ñàâóøêèíà, 1997; Ìèðçîÿí è äð., 2004; Öâåò-
êîâà è äð., 2004).

Íà ñîâðåìåííîì ýòàïå ïîèñê îïòèìàëüíûõ óñëîâèé
áèîòåõíèêè êðèîêîíñåðâàöèè ñïåðìèåâ ðûá ïî ñóùåñòâó
ñâîäèòñÿ ê ðàçðàáîòêå ñîñòàâà êðèîïðîòåêòîðîâ (Àíàíüåâ,
1997; Âåïðèíöåâ, Ïèëèåâ, 2002), è â ìåíüøåé ñòåïåíè îá-
ðàùàåòñÿ âíèìàíèå íà èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ ïîäâèæíî-
ñòè ñïåðìèåâ. Çàìîðàæèâàíèå ñåìåííîé æèäêîñòè ñëå-
äóåò ðàññìàòðèâàòü êàê òåìïåðàòóðíûé øîê äëÿ êëåòêè,
ïîýòîìó âàæíî â ïðîöåññå êðèîêîíñåðâàöèè ïðîâåñòè íà-
áëþäåíèÿ çà ìîðôîëîãè÷åñêèì ñîñòîÿíèåì ñïåðìèåâ ñ
öåëüþ âûÿâëåíèÿ öèòîñòðóêòóðíûõ íàðóøåíèé, îñîáåííî
â çàâèñèìîñòè îò ñîñòàâà êðèîïðîòåêòîðíîé ñðåäû. Ïî íà-
øåìó ìíåíèþ, ñ èññëåäîâàíèÿìè â ýòîì íàïðàâëåíèè îò-
êðûâàåòñÿ âîçìîæíîñòü áîëåå öåëåíàïðàâëåííîãî ïîäáîðà
ñîñòàâà êðèîïðîòåêòîðíûõ ñìåñåé è ðàçðåøàåòñÿ ðÿä âî-
ïðîñîâ, ñâÿçàííûõ ñ ðåãåíåðàöèåé íåïîäâèæíûõ ñïåðìèåâ.

Öåëüþ ïðîâåäåííûõ íàìè ýêñïåðèìåíòîâ áûëî âûÿâ-
ëåíèå ìîðôîëîãè÷åñêèõ íàðóøåíèé ñïåðìèåâ ðóññêîãî
îñåòðà â ñîïîñòàâëåíèè ñ èõ ïîäâèæíîñòüþ ïîñëå õðàíå-
íèÿ ñåìåííîé æèäêîñòè ïðè ñâåðõíèçêîé è íèçêîé òåìïå-
ðàòóðàõ, ïðè èçìåíåíèè ñîñòàâà êðèîïðîòåêòîðîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ñåìåííóþ æèäêîñòü îò ðåïðîäóêòèâíûõ ñàìöîâ ðóñ-
ñêîãî îñåòðà Acipenser guldenshtadti (Brandt) ÿðîâîé ðàñû
ñîáèðàëè íà ðûáîâîäíûõ ïðåäïðèÿòèÿõ Àñòðàõàí-
ñêîé îáë. ìåòîäîì ñöåæèâàíèÿ ïîñëå ãèïîôèçàðíûõ èíú-
åêöèé. Âñåãî áûëî âçÿòî 15 ïðîá îò 15 ñàìöîâ, â êàæäîé
ïðîáå ïî 3—5 ìë ñåìåííîé æèäêîñòè. Â íàøèõ ñîáñòâåí-
íûõ èññëåäîâàíèÿõ, ïðîâåäåííûõ ñ 2004 ïî 2008 ã., ìû
ïðèìåíÿëè ñòàíäàðòíûé êðèîïðîòåêòîð äëÿ ðàçëè÷íûõ
âèäîâ ðûá, ñîñòàâ êîòîðîãî àïðîáèðîâàí íà ñåìåííîé
æèäêîñòè áåëóãè è ñåâðþãè (Àíàíüåâ è äð., 1998à). Â ñî-
ñòàâ äàííîãî êðèîïðîòåêòîðà âõîäèëè ìèíåðàëüíûå ñîëè
(6.5 ã NaCl, 0.25 ã KCl, 0.3 ã CaCl2 è 2 ã NaHCO3) è âåùåñò-
âà, îáëàäàþùèå ïðîòåêòîðíûìè ñâîéñòâàìè (ñàõàðîçà,
ìàííèò îáùåé íàâåñêîé 2 ã, æåëòîê è ÄÌÑÎ ïî 10 %).
Ïîëó÷åííûå íàìè ïðåäâàðèòåëüíûå äàííûå ïîêàçàëè, ÷òî
â ñðåäå ñòàíäàðòíîãî êðèîïðîòåêòîðà äî è ïîñëå çàìî-
ðàæèâàíèÿ ñåìåííîé æèäêîñòè ñïåðìèè òåðÿþò ïîä-
âèæíîñòü, à ñàìè êëåòêè èìåþò ðàçëè÷íûå ïî ñòåïåíè
ìîðôîëîãè÷åñêèå íàðóøåíèÿ. Â ñâÿçè ñ ýòèì ìû ñðàâíè-
âàëè ýôôåêòèâíîñòü ñòàíäàðòíîãî êðèîïðîòåêòîðà: â îä-
íîì ñëó÷àå îñòàâëÿëè åãî ñîñòàâ áåç èçìåíåíèé, à â äðó-
ãîì — èñêëþ÷àëè ñàõàðîçó è ìàííèò, îáëàäàþùèå âûñî-
êîé îñìîëÿðíîñòüþ. Âñå îáðàçöû ñåìåííîé æèäêîñòè
ïàðàëëåëüíî çàìîðàæèâàëè ñ äîáàâêîé ðàçðàáîòàííîé
íàìè ïðîòåêòîðíîé ñìåñè, â ñîñòàâ êîòîðîé âõîäèëè ãëè-
öåðèí, ÄÌÑÎ è ãåïàðèí. Òåì ñàìûì èñêëþ÷àëîñü âíåñå-
íèå äîïîëíèòåëüíîãî êîëè÷åñòâà âîäû, èñïîëüçóåìîé â

êà÷åñòâå ðàñòâîðèòåëÿ ïðè ñîñòàâëåíèè ñòàíäàðòíîãî
êðèîïðîòåêòîðà.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ îïòèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè êàæäîå
âåùåñòâî áðàëè â ñëåäóþùèõ îáúåìàõ: 0.01, 0.05, 0.1, 0.2,
0.5, 0.4 è 0.8 ìë; çàòåì ïðèëèâàëè ê 0.5 ìë ñåìåííîé æèä-
êîñòè, ïåðåìåøèâàëè è îïðåäåëÿëè ïîäâèæíîñòü ñïåðìè-
åâ ïîñëå àêòèâàöèè èõ ðå÷íîé âîäîé, îòìå÷àÿ ìàêñèìàëü-
íóþ êîíöåíòðàöèþ âåùåñòâà, ïðè êîòîðîé âðåìÿ ïîäâèæ-
íîñòè è ÷èñëî ïîäâèæíûõ êëåòîê íå îòëè÷àëèñü îò
òàêîâûõ â íàòèâíîé ñåìåííîé æèäêîñòè áåç äîáàâîê
óêàçàííûõ âåùåñòâ (êîíòðîëü). Äëÿ ãëèöåðèíà è ÄÌÑÎ
îïòèìàëüíûå êîíöåíòðàöèè áûëè ðàâíûìè è ñîñòàâèëè
0.05, à äëÿ ãåïàðèíà — 0.04 ìë. Òàêèì îáðàçîì îïðåäå-
ëÿëè îïòèìàëüíûé îáúåì êàæäîãî âåùåñòâà, çàòåì èõ
ñìåøèâàëè è ïîëó÷åííóþ ñìåñü â êîëè÷åñòâå 0.3 ìë ïðè-
ëèâàëè ê 0.5 ìë ñâåæåé ñåìåííîé æèäêîñòè è âíîâü îïðå-
äåëÿëè ïîäâèæíîñòü ñïåðìèåâ. Âñåãî áûëî èñïûòàíî
5 âàðèàíòîâ ñîñòàâà êðèîïðîòåêòîðîâ (ñì. òàáëèöó).

Ïåðåä çàìîðàæèâàíèåì îáðàçöû ñåìåííîé æèäêîñòè
ïîìåùàëè â õîëîäèëüíèê ïðè 8 °Ñ íà 30 ìèí è çàòåì çà-
ìîðàæèâàëè äâóìÿ ñïîñîáàìè: ñòóïåí÷àòûì â ïðîáèðêàõ
Ýïåíäîðôà è ñâåðõáûñòðûì â ãðàíóëàõ (Àíàíüåâ è äð.,
1998à). Äëÿ çàìîðàæèâàíèÿ â ãðàíóëàõ â æèäêèé àçîò ïî-
ìåùàëè ôòîðîïëàñòîâóþ ïëàñòèíêó (ïëàíøåò) ñ ÿ÷åéêà-
ìè îáúåìîì 0.05 ìë, êîòîðûå çàïîëíÿëè ñìåñüþ ñåìåííîé
æèäêîñòè è êðèîïðîòåêòîðà ñîîòâåòñòâóþùåãî ñîñòàâà.
Ãðàíóëû îò êàæäîãî ñàìöà ñîáèðàëè â îòäåëüíûé êîíòåé-
íåð, ïîãðóæàÿ åãî â ñîñóä Äüþàðà ñ æèäêèì àçîòîì äëÿ
õðàíåíèÿ. Ïðè ñòóïåí÷àòîì çàìîðàæèâàíèè ñåìåííóþ
æèäêîñòü ñ êðèîïðîòåêòîðîì ïî 0.5 ìë ñìåøèâàëè â ïðî-
áèðêàõ Ýïåíäîðôà, êîòîðûå çàòåì ïëàâíî ïîãðóæàëè â
æèäêèé àçîò. Íà ïåðâîé ñòóïåíè çàìîðàæèâàíèå äî
–30 °Ñ ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 5 ìèí, à íà âòîðîé ñòóïåíè äî
–80 °Ñ â òå÷åíèå 20 ìèí, ïîñëå ÷åãî êîíòåéíåð ñ ïðîáàìè
ïîãðóæàëè ïðÿìî â æèäêèé àçîò.

Èñïîëüçîâàëè äâà ðåæèìà õðàíåíèÿ ñåìåííîé æèäêî-
ñòè ðóññêîãî îñåòðà: –196 °C â óñëîâèÿõ æèäêîãî àçîòà è
–22 °C â ìîðîçèëüíîé êàìåðå. Êà÷åñòâî íàòèâíîé è äåô-
ðîñòèðîâàííîé ñïåðìû îïðåäåëÿëè ïî ïîäâèæíîñòè ñïåð-
ìèåâ è èõ ìîðôîëîãè÷åñêîé öåëîñòíîñòè. Ïîäâèæíîñòü
ñïåðìèåâ àêòèâèðîâàëè ðå÷íîé âîäîé, ôèêñèðóÿ âðåìÿ
íà÷àëà è îñòàíîâêè ïîñòóïàòåëüíîãî è êîëåáàòåëüíîãî
äâèæåíèé êëåòîê. Ïîäâèæíîñòü èçìåðÿëè ïî 5-áàëëüíîé
øêàëå (Ïåðñîâ, 1941), ïî êîòîðîé 5 áàëëîâ — ìàêñèìàëü-
íàÿ, à 1 áàëë — íóëåâàÿ ïîäâèæíîñòü. Äîëþ ïîäâèæíûõ
êëåòîê âûðàæàëè â ïðîöåíòàõ. Çà 100 % ïðèíèìàëè ÷èñëî
ñïåðìèåâ ïðè îòñóòñòâèè íåïîäâèæíûõ êëåòîê, äîëþ êî-
òîðûõ òàêæå âûðàæàëè â ïðîöåíòàõ, ñ÷èòàÿ îò èõ îáùåãî
÷èñëà â ïîëå çðåíèÿ ìèêðîñêîïà.

Äëÿ ìîðôîëîãè÷åñêîé îöåíêè ñïåðìèåâ ïðèãîòàâëè-
âàëè ìàçêè ñåìåííîé æèäêîñòè ïî ìåòîäèêå, èñïîëüçóå-
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1 Ñòàíäàðòíûé ðàñòâîð Àíàíüåâ è äð., 1998à

2 Ñòàíäàðòíûé ðàñòâîð áåç
ìàííèòà

Íàøà ìîäèôèêàöèÿ

3 Ñòàíäàðòíûé ðàñòâîð áåç
ñàõàðîçû

» »

4 Ñòàíäàðòíûé ðàñòâîð áåç
ìàííèòà è ñàõàðîçû

» »

5 Ãëèöåðèí 0.05 ìë, ÄÌÑÎ
0.05 ìë, ãåïàðèí 0.04 ìë

Íîâûé ñîñòàâ, ðàçðà-
áîòàííûé íàìè



ìîé äëÿ êðîâè ðûá (Èâàíîâà, 1982), îêðàñêó ìàçêîâ ïðî-
âîäèëè ãåìàòîêñèëèíîì ñ ýîçèíîì. Äàëåå ìîðôîëîãè÷å-
ñêèå îñîáåííîñòè ñïåðìèåâ âûÿâëÿëè ïóòåì ñðàâíåíèÿ
êëåòîê äî è ïîñëå çàìîðàæèâàíèÿ ñåìåííîé æèäêîñòè.
Èçîáðàæåíèÿ ñ ìèêðîñêîïà (ÌÈÊÌÅÄ 5) ïåðåíîñèëè íà
êîìïüþòåð ñ ïîìîùüþ âèäåîîêóëÿðà ÍÂ-35 ñ ïîñëåäóþ-
ùåé ðàñïå÷àòêîé.

Ðåçóëüòàòû

Âñå ïðîáû íàòèâíîé ñåìåííîé æèäêîñòè äî çàìîðà-
æèâàíèÿ ñîäåðæàëè ñïåðìèè ñ õîðîøî âûðàæåííûìè è
õàðàêòåðíûìè ìîðôîëîãè÷åñêèìè ïðèçíàêàìè. Ãîëîâíàÿ
÷àñòü èìåëà îáû÷íóþ ôîðìó (ïðîäîëãîâàòóþ ñ ðàñøèðå-
íèåì ó îñíîâàíèÿ), õàðàêòåðíóþ äëÿ ñïåðìèåâ îñåòðà
(Ãèíçáóðã, Äåòëàô, 1975), õâîñòîâàÿ ÷àñòü âûòÿíóòà, îò-
÷åòëèâî âûðàæåíà (ðèñ. 1).

Íà ôîíå íîðìàëüíîãî ñòðîåíèÿ ïîäâèæíîñòü ñïåðìè-
åâ îòâå÷àëà âñåì ðûáîâîäíûì òðåáîâàíèÿì. Ó âñåõ îñî-
áåé â îáðàçöàõ ñåìåííîé æèäêîñòè âðåìÿ ïîñòóïàòåëüíî-
ãî äâèæåíèÿ ñïåðìèåâ â ñðåäíåì ñîñòàâëÿëî 3.8 ìèí, à
äîëÿ ïîäâèæíûõ êëåòîê — 100 %, ñ÷èòàÿ îò îáùåãî èõ
êîëè÷åñòâà â ïîëå çðåíèÿ ìèêðîñêîïà, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò
5 áàëëàì.

Ïîñëå õðàíåíèÿ çàìîðîæåííîé ñåìåííîé æèäêîñòè â
æèäêîì àçîòå îáíàðóæåíî øèðîêîå âàðüèðîâàíèå ñòåïåíè
íàðóøåíèé ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè ñïåðìèåâ ðóññêîãî
îñåòðà â çàâèñèìîñòè îò ñîñòàâà êðèîïðîòåêòîðîâ. Ïîñëå
çàìîðàæèâàíèÿ ñåìåííîé æèäêîñòè â æèäêîì àçîòå ïðè
äîáàâëåíèè êðèîïðîòåêòîðà 1 â îäíèõ ñëó÷àÿõ ñïåðìèè
áûëè ðàñïîëîæåíû õàîòè÷íî, ïðèîáðåòàëè îêðóãëóþ
ôîðìó, õâîñòîâàÿ ÷àñòü ïðîñìàòðèâàëàñü ñ òðóäîì (ðèñ. 2,
à). Â äðóãèõ ñëó÷àÿõ íàáëþäàëè íàáóõàíèå, ãèïîïèãìåí-
òàöèþ, çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå ðàçìåðîâ ãîëîâíîé ÷àñ-
òè ñïåðìèåâ, èìåþùåé îêðóãëóþ ôîðìó, ñ ÿâíûìè ïðè-
çíàêàìè äåñòðóêöèè; õâîñòîâàÿ ÷àñòü ïðîñìàòðèâàëàñü ñ
òðóäîì (ðèñ. 2, á). Ðàçëè÷íóþ ñòåïåíü ïîâðåæäåíèÿ ãî-
ëîâíîé ÷àñòè êëåòîê â àíàëîãè÷íûõ óñëîâèÿõ çàìîðàæè-
âàíèÿ è äåôðîñòàöèè ìû ðàñöåíèâàåì êàê ðåçóëüòàò èíäè-
âèäóàëüíîé êðèîóñòîé÷èâîñòè ñïåðìèåâ.

Èñïîëüçîâàíèå êðèîïðîòåêòîðà 3 ñ äîáàâëåíèåì ìàí-
íèòà áåç ñàõàðîçû ïðèâîäèëî ê ñìîðùèâàíèþ ñïåðìèåâ è
óìåíüøåíèþ èõ ðàçìåðîâ (ðèñ. 3, à), à âíåñåíèå âìåñòî
ìàííèòà ñàõàðîçû (êðèîïðîòåêòîð 2) âûçûâàëî øèçîöè-

òîç; õâîñòîâàÿ ÷àñòü ïðîñìàòðèâàëàñü áîëåå ÷åòêî ñ äî-
áàâêîé ñàõàðîçû, ÷åì ñ äîáàâêîé ìàííèòà (ðèñ. 3, á).

Ïðè èñïîëüçîâàíèè êðèîïðîòåêòîðà 4 áåç âíåñåíèÿ
ñàõàðîçû è ìàííèòà â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ è íà îòäåëüíûõ
ó÷àñòêàõ ìàçêà íàáëþäàëîñü ñëèïàíèå ñïåðìèåâ (àãðåãà-
öèÿ), íî ãîëîâíàÿ ÷àñòü ñîõðàíÿëà îáû÷íóþ ôîðìó. Õâîñ-
òîâàÿ ÷àñòü êëåòîê õîðîøî ïðîñìàòðèâàëàñü (ðèñ. 4); ñëå-
äîâàòåëüíî, ïðèìåíåíèå äàííîãî êðèîïðîòåêòîðà ïðåä-
ïî÷òèòåëüíåå áåç äîáàâîê ìàííèòà è ñàõàðîçû.

Ïðè äîáàâëåíèè â ñåìåííóþ æèäêîñòü ìîäèôèöèðî-
âàííîãî íàìè êðèîïðîòåêòîðà 5 ïî÷òè âî âñåõ ñëó÷àÿõ
õâîñòîâàÿ ÷àñòü ñïåðìèåâ ïîñëå äåôðîñòàöèè åäâà ïðî-
ñìàòðèâàëàñü, à ãîëîâíàÿ ÷àñòü âûÿâëÿëàñü ÷åòêî, îñòàâà-
ÿñü íåïîâðåæäåííîé, ñîõðàíÿÿ îáû÷íóþ ôîðìó (ðèñ. 5,
à). Ýòî î÷åíü áëèçêî ê ìîðôîëîãèè ñïåðìèåâ â êîíòðîëå
äî çàìîðàæèâàíèÿ íàòèâíîé ñåìåííîé æèäêîñòè. Â åäè-
íè÷íûõ ñëó÷àÿõ ïðè èñïîëüçîâàíèè ýòîãî æå êðèîïðîòåê-
òîðà íàáëþäàëè íàáóõàíèå ãîëîâêè ñïåðìèåâ, îòäåëüíûå
êëåòêè ñ ÿâíûìè ïðèçíàêàìè äåñòðóêöèè (ðèñ. 5, á), ÷òî
òàêæå óêàçûâàëî íà èíäèâèäóàëüíóþ êðèîóñòîé÷èâîñòü
êëåòîê ó ïîäîïûòíûõ ðûá.

Äëÿ ñîõðàíåíèÿ ñïåðìèåâ îò ðàçðóøåíèé áîëüøîå
çíà÷åíèå èìååò ñêîðîñòü çàìîðàæèâàíèÿ. Íàìè óñòàíîâ-

Öèòîìîðôîëîãè÷åñêèå è ôóíêöèîíàëüíûå èçìåíåíèÿ ñïåðìèåâ ðóññêîãî îñåòðà 947

Ðèñ. 1. Ìàçîê íàòèâíîé ñåìåííîé æèäêîñòè ðóññêîãî îñåòðà äî
çàìîðàæèâàíèÿ (êîíòðîëü).

Ãîëîâíàÿ ÷àñòü ïðàâèëüíîé ôîðìû, äëèíà õâîñòîâîé ÷àñòè ïðîïîðöèî-
íàëüíà ãîëîâíîé, áåç ïðèçíàêîâ ôðàãìåíòàöèè è èñêðèâëåíèÿ. Îá. 100�.

Ðèñ. 2. Ìàçîê äåôðîñòèðîâàííîé ñåìåííîé æèäêîñòè ðóññêîãî îñåòðà ñ äîáàâëåíèåì êðèîïðîòåêòîðà 1.

à — èçìåíåíèå ôîðìû ãîëîâíîé ÷àñòè; á — íàáóõàíèå êëåòîê, ãèïîïèãìåíòàöèÿ. Îá. 100�.



ëåíî, ÷òî ïðè ñòóïåí÷àòîì çàìîðàæèâàíèè â ïðîáèðêàõ
Ýïåíäîðôà ñ êðèîïðîòåêòîðîì 5 íàðÿäó ñ íåçíà÷èòåëüíû-
ìè èçìåíåíèÿìè íàáëþäàëè ïèêíîòè÷íóþ è îêðóãëóþ ïî
ôîðìå ãîëîâíóþ ÷àñòü ñïåðìèåâ, à æãóòèê ñ ïðèçíàêàìè
äåñòðóêöèè ïðîñìàòðèâàëñÿ ñ òðóäîì (ðèñ. 6, à). Ïîñëå
õðàíåíèÿ ñåìåííîé æèäêîñòè â âèäå ãðàíóë ãîëîâíàÿ
÷àñòü ñïåðìèåâ â öåëîì èìåëà ïðîäîëãîâàòóþ ôîðìó, íî
îòìå÷åíû åå íåáîëüøîå íàáóõàíèå è èñêðèâëåíèå (ðèñ. 6,
á). Ðåçóëüòàòû íàøèõ èññëåäîâàíèé ïîêàçàëè, ÷òî ïðè
õðàíåíèè ñåìåííîé æèäêîñòè ïðè ðàçëè÷íîé òåìïåðàòóðå
(–196 è –22 °Ñ) â êðèîïðîòåêòîðå 5 ìîðôîëîãè÷åñêèõ íà-
ðóøåíèé ñïåðìèåâ íå íàáëþäàëîñü (ðèñ. 7).

Íà ôîíå âñåõ îïèñàííûõ âûøå ìîðôîëîãè÷åñêèõ íà-
ðóøåíèé ñïåðìèåâ ïîñëå äåôðîñòàöèè ñåìåííîé æèäêî-
ñòè â êðèîïðîòåêòîðàõ ðàçëè÷íîãî ñîñòàâà âàæíî îòìå-
òèòü ñóùåñòâåííûå èçìåíåíèÿ âðåìåíè ïîäâèæíîñòè
ñïåðìèåâ. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ðàçðàáîòàííîãî íàìè ïðî-
òåêòîðà 5 ëèøü â îòäåëüíûõ ñëó÷àÿõ ñîõðàíÿëîñü ïîñòó-
ïàòåëüíîå äâèæåíèå, ïðè ýòîì äîëÿ ïîäâèæíûõ êëåòîê â
ñðåäíåì ñîñòàâëÿëà 30 % â ïîëå çðåíèÿ ìèêðîñêîïà. Èí-
äèâèäóàëüíîå âðåìÿ êîëåáàòåëüíîãî äâèæåíèÿ ñîñòàâëÿ-
ëî 1—2 ìèí è íàáëþäàëîñü ïî÷òè âî âñåõ ñëó÷àÿõ.

Îáñóæäåíèå

Äàííûå ïðîâåäåííûõ íàìè ýêñïåðèìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé óáåäèòåëüíî ñâèäåòåëüñòâóþò î çàâèñèìîñòè
ìîðôîôóíêöèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè ñïåðìèåâ îò ñîñòàâà
êðèîïðîòåêòîðîâ, ïðåäíàçíà÷åííûõ äëÿ çàùèòû êëåòîê îò
ðàçðóøåíèÿ ïðè çàìîðàæèâàíèè ñåìåííîé æèäêîñòè. Áåç-
óñëîâíî, ïðè÷èíîé çàìåòíîãî ñíèæåíèÿ ïîäâèæíîñòè
ñïåðìèåâ ïîñëå çàìîðàæèâàíèÿ ñåìåííîé æèäêîñòè ìîãóò
áûòü íàðóøåíèÿ íà ñóáêëåòî÷íîì è ìîëåêóëÿðíîì óðîâ-
íÿõ, î ÷åì â äîñòóïíîé íàì ëèòåðàòóðå ñâåäåíèé íåò. Íå-
ñìîòðÿ íà ýòî, öèòîìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç ñïåðìèåâ â
îïðåäåëåííîé ìåðå ñëóæèò îáúåêòèâíûì òåñòîì íà ýòàïå
ðàçðàáîòêè îïòèìàëüíîé ïî ñîñòàâó êðèîïðîòåêòîðíîé
ñìåñè. Â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ òàêæå äîêàçàíî, ÷òî âûñî-
êîìîëåêóëÿðíûå âåùåñòâà è âîäíûå ðàñòâîðû êðèîêîì-
ïîíåíòîâ ñóùåñòâåííî ñíèæàþò ìîðôîôóíêöèîíàëüíîå
êà÷åñòâî ñïåðìèåâ ïîñëå õðàíåíèÿ ñåìåííîé æèäêîñòè
ïðè íèçêîé òåìïåðàòóðå. Êðèîñìåñü, àíàëîãè÷íóþ íàøå-
ìó êðèîïðîòåêòîðó (íî áåç ãåïàðèíà), ïðèìåíÿëè äëÿ çà-
ìîðàæèâàíèÿ ýìáðèîíîâ, ëè÷èíîê è ìîëîäè ãðåáíåâèêà
Beroe ovata (Äóäêèí è äð., 2004), ÷òî ïîçâîëèëî ïîëó÷èòü
ïîëîæèòåëüíûé ýôôåêò àíòèôðèçíîãî äåéñòâèÿ ðàçðàáî-
òàííîãî àâòîðàìè ñîñòàâà ïðîòåêòîðíîé ñìåñè; ýòî â
ïðèíöèïå ñîãëàñóåòñÿ ñ íàøèìè ýêñïåðèìåíòàëüíûìè
äàííûìè. Îñîáîå âíèìàíèå îáðàùàåò íà ñåáÿ ôàêò ñîõðà-
íåíèÿ ÷àñòè÷íîé ïîäâèæíîñòè ñïåðìèåâ ïî ñðàâíåíèþ ñî
ñòàíäàðòíûì êðèîïðîòåêòîðîì.

Èñêëþ÷åíèå ñàõàðîçû è ìàííèòà èç ñîñòàâà ñòàíäàðò-
íîãî êðèîïðîòåêòîðà, êàê ïîêàçàëè ðåçóëüòàòû ïðîâåäåí-
íûõ íàìè èññëåäîâàíèé, ñíèæàåò ñòåïåíü ìîðôîëîãè÷å-
ñêèõ íàðóøåíèé ñïåðìèåâ, íî èõ ïîäâèæíîñòü çàìåòíî
íèæå, ÷åì ïîñëå ñîäåðæàíèÿ â êðèîïðîòåêòîðå íàøåé ìî-
äèôèêàöèè. Âèäèìî, â ïåðñïåêòèâå ñëåäóåò èçó÷èòü è
äðóãèå ìîäèôèêàöèè ñîñòàâà ñòàíäàðòíîãî êðèîïðîòåêòî-
ðà, ÷òî âñåãäà ëèìèòèðóåòñÿ ïîëó÷åíèåì ñåìåííîé æèä-
êîñòè îñåòðà â íåîáõîäèìîì äëÿ èññëåäîâàòåëüñêèõ öåëåé
îáúåìå. Íàïðèìåð, â ïîèñêîâûõ èññëåäîâàíèÿõ äëÿ êðèî-
êîíñåðâàöèè ñïåðìû âåñëîíîñà áûëî èñïûòàíî 50 ðàçíî-
îáðàçíûõ ìîäèôèêàöèé ñîñòàâà êðèîïðîòåêòîðà (Öâåòêî-
âà è äð., 1997, 2004).

Ìíîãèå ñïåöèàëèñòû â ñâîèõ èññëåäîâàíèÿõ èñïîëü-
çóþò ðàçíîîáðàçíûå ïî ñâîåé ïðèðîäå êðèîïðîòåêòîðíûå
âåùåñòâà, ÷òî, ñ íàøåé òî÷êè çðåíèÿ, ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì
ïðèìåíåíèÿ íåïðîèçâîäèòåëüíîãî ìåòîäà ïðîá è îøèáîê

948 Ã. Â. Çåìêîâ, Ò. È. Àêèìî÷êèíà

Ðèñ. 3. Äåôðîñòèðîâàííàÿ ñåìåííàÿ æèäêîñòü ðóññêîãî îñåòðà ñ äîáàâëåíèåì êðèîïðîòåêòîðà 3 (à) è êðèîïðîòåêòîðà 2 (á).

Îá. 100�.

Ðèñ. 4. Ìàçîê äåôðîñòèðîâàííîé ñåìåííîé æèäêîñòè ðóññêîãî
îñåòðà, çàìîðîæåííîé ñ êðèîïðîòåêòîðîì 4 áåç âíåñåíèÿ ñàõà-

ðîâ. Àãðåãàöèÿ ñïåðìèåâ.

Îá. 100�.
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Ðèñ. 5. Äåôðîñòèðîâàííàÿ ñåìåííàÿ æèäêîñòü ðóññêîãî îñåòðà ïðè äîáàâëåíèè êðèîïðîòåêòîðà 5.

à — ñîõðàíèëàñü ôîðìà ñïåðìèåâ; á — íàáóõàíèå è äåôîðìàöèÿ ãîëîâíîé ÷àñòè, ãèïîïèãìåíòàöèÿ. Îá. 100�.

Ðèñ. 6. Ñåìåííàÿ æèäêîñòü ðóññêîãî îñåòðà ïðè äîáàâëåíèè êðèîïðîòåêòîðà 5, çàìîðîæåííàÿ â æèäêîì àçîòå ñòóïåí÷àòûì ñïîñî-
áîì â ïðîáèðêàõ Ýïåíäîðôà (à) è ñâåðõáûñòðûì ñïîñîáîì â ãðàíóëàõ (á).

Îá. 100�.

Ðèñ. 7. Äåôðîñòèðîâàííàÿ ñåìåííàÿ æèäêîñòü ðóññêîãî îñåòðà, çàìîðîæåííàÿ â êðèîïðîòåêòîðå 5 ïðè ðàçëè÷íîé òåìïåðàòóðå.

à — ïðè ñâåðõíèçêîé òåìïåðàòóðå –195 °Ñ; á — ïðè íèçêîé òåìïåðàòóðå –22 °Ñ. Îá. 40�.



èç-çà îòñóòñòâèÿ çíàíèé ðåàëüíûõ ñòðóêòóðíûõ íàðóøå-
íèé íà êëåòî÷íîì è ñóáêëåòî÷íîì óðîâíÿõ è ìåõàíèçìà
ìåòàáîëè÷åñêèõ ðåàêöèé. Â ñîâðåìåííîé íàó÷íîé ëèòåðà-
òóðå èìåþòñÿ äàííûå î âûñîêèõ ðåçóëüòàòàõ îïëîäîòâî-
ðåíèÿ èêðû äåôðîñòèðîâàííîé ñåìåííîé æèäêîñòüþ ðàç-
ëè÷íûõ âèäîâ ðûá (Öâåòêîâà, Ñàâóøêèíà, 1997; Ïðîíèíà,
2004; Öâåòêîâà è äð., 2004; Ïîíîìàðåâà è äð., 2007).

Èìåþòñÿ òàêæå äàííûå îá óñèëåíèè ïðîòåêòèâíîãî
äåéñòâèÿ ïðè äîáàâëåíèè ìèíåðàëüíûõ ñîëåé, òîêîôåðî-
ëà, ÄÌÑÎ è äðóãèõ âåùåñòâ. Ýòè äîáàâêè ïîçâîëèëè ïî-
ëó÷èòü âûñîêóþ äîëþ îïëîäîòâîðåíèÿ èêðû ðóññêîãî
îñåòðà (62.4—78.0 %), ÷òî îòëè÷àëîñü íà 5—7 % îò êîëè-
÷åñòâà îïëîäîòâîðåííîé èêðû íàòèâíîé ñåìåííîé æèä-
êîñòüþ (êîíòðîëü) ó òîãî æå âèäà (Öâåòêîâà, Ñàâóøêèíà,
1997; Öâåòêîâà è äð., 2004). Â òîé æå ðàáîòå ïðèâîäÿòñÿ
ñâåäåíèÿ ïî ñèáèðñêîìó îñåòðó, âûêëåâ ïðåäëè÷èíîê êî-
òîðîãî ñîñòàâèë 95.5 % îò îáùåãî ÷èñëà çàëîæåííîé íà
èíêóáàöèþ èêðû è îïëîäîòâîðåííîé äåôðîñòèðîâàííîé
ñåìåííîé æèäêîñòüþ. Àíàëîãè÷íûå ñâåäåíèÿ ïðèâîäÿò è
äðóãèå àâòîðû (Ïðîíèíà, 2004). Ê ñîæàëåíèþ, àâòîðû
ýòèõ ðàáîò íå óêàçûâàþò êîëè÷åñòâåííîãî ñîñòàâà èñïî-
ëüçóåìûõ èìè êðèîïðîòåêòîðîâ.

Íåïîëíîòà ñâåäåíèé ïî áèîòåõíèêå êðèîêîíñåðâàöèè,
îïëîäîòâîðåíèÿ èêðû ðûá è êîëè÷åñòâåííîãî ñîñòàâà
êðèîïðîòåêòîðîâ â óïîìÿíóòûõ âûøå ðàáîòàõ íå ïîçâîëÿ-
åò, ê ñîæàëåíèþ, ñîïîñòàâèòü íàøè äàííûå ñ ìàòåðèàëà-
ìè àâòîðîâ ýòèõ ïóáëèêàöèé. Îñîáåííî ýòî êàñàåòñÿ ìîð-
ôîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà ñïåðìèåâ è õàðàêòåðà èõ ïîäâèæ-
íîñòè ïîñëå êðèîêîíñåðâàöèè ñåìåííîé æèäêîñòè.
Ïîýòîìó äàííûå ðàçëè÷íûõ àâòîðîâ è íàøè â îïðåäåëåí-
íîé ñòåïåíè ïðîòèâîðå÷èâû (Çåìêîâ è äð., 2005), ïðåæäå
âñåãî èç-çà îòñóòñòâèÿ óíèôèöèðîâàííûõ ìåòîäîâ èññëå-
äîâàíèé. Â ýòîé ñâÿçè íåîáõîäèìî îòìåòèòü òàêæå èçâå-
ñòíîå â ðûáîâîäíîé ïðàêòèêå âàðüèðîâàíèå êà÷åñòâà ðå-
ïðîäóêòèâíîé èêðû ðûá, ÷òî ïðÿìî ìîæåò ñêàçûâàòüñÿ íà
ýôôåêòèâíîñòè òåñòèðîâàíèÿ äåôðîñòèðîâàííûõ ñïåðìè-
åâ ïî îïëîäîòâîðÿåìîñòè.

Èçâåñòíî, ÷òî îäíîé èç ïðè÷èí ìóæñêîãî áåñïëîäèÿ
ÿâëÿåòñÿ óòðàòà ïîäâèæíîñòè ñïåðìèåâ. Îñíîâíîé ñòðóê-
òóðîé, îáåñïå÷èâàþùåé äâèæåíèå ñïåðìèåâ, ÿâëÿåòñÿ
îñåâîé êîìïëåêñ ôèáðèëë, êîòîðûé ðàñïîëîæåí â õâîñòî-
âîé ÷àñòè ñïåðìèÿ; ïî áîêàì îò ýòîãî êîìïëåêñà îòõîäÿò
äâà òîíêèõ âûðîñòà, êîòîðûå, êàê ïîëàãàþò àâòîðû, è
îáåñïå÷èâàþò óíäóëÿöèþ æãóòèêà (Ãèíçáóðã, Äåòëàô,
1975). Ôèáðèëëÿðíàÿ ñòðóêòóðà ðåñíè÷åê è æãóòèêîâ
ñâîéñòâåííà âñåì êëåòêàì, â òîì ÷èñëå è ñïåðìàòîçîèäàì,
èìåþùèì â ñâîåì ñîñòàâå ñîêðàòèòåëüíûé áåëîê, áëèç-
êèé ïî ñâîèì ñâîéñòâàì àêòîìèîçèíó ïîïåðå÷íîïîëîñà-
òûõ ìûøö, îáëàäàþùåìó ÀÒÔàçíîé àêòèâíîñòüþ (Êðåïñ,
1979). Èìåþòñÿ äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå îá îòêðûòèè
áåëêà äèíåèíà, êîòîðûé, êàê ïðåäïîëàãàþò àâòîðû, îáåñ-
ïå÷èâàåò óíäóëÿöèþ õâîñòîâîé ÷àñòè ñïåðìèåâ ìûøè
(Vorobjev et al., 2001; McGrath et al., 2003). Âûñîêóþ ïî-
äâèæíîñòü ñïåðìèåâ ïðè íèçêîé îïëîäîòâîðÿåìîñòè íà-
áëþäàëè è íà ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ (Àéáàçîâ
è äð., 2004). Èç ýòîãî ñëåäóåò, ÷òî äîëÿ îïëîäîòâîðåíèÿ
èêðû ðûá ñåìåííîé æèäêîñòüþ ïîñëå åå õðàíåíèÿ ïðè
íèçêîé è ñâåðõíèçêîé òåìïåðàòóðàõ íå ìîæåò áûòü îêîí-
÷àòåëüíûì è åäèíñòâåííûì êðèòåðèåì îïëîäîòâîðÿþùåé
ñïîñîáíîñòè ñïåðìèåâ, òàê êàê êà÷åñòâî èêðû òàêæå èìå-
åò èíäèâèäóàëüíûå êîëåáàíèÿ, ÷òî ÷àñòî íàáëþäàåòñÿ â
ðûáîâîäíîé ïðàêòèêå.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èìåþòñÿ äàííûå î âîçìîæíîñòè
âîññòàíîâëåíèÿ ïîäâèæíîñòè ñïåðìèåâ ïîñëå äåôðîñòà-
öèè ñåìåííîé æèäêîñòè ðûá ïîñëå äîáàâëåíèÿ ðàñòâîðîâ

ðàçëè÷íûõ âåùåñòâ, íàïðèìåð êàðáîíàòà íàòðèÿ (Öâåòêî-
âà è äð., 2004). Â ïîñëåäóþùèõ èññëåäîâàíèÿõ äàííûå
öèòîìîðôîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà ñïåðìèåâ ñîâìåñòíî ñ
èçó÷åíèåì ýôôåêòèâíîñòè èíäóêòîðîâ èõ ïîäâèæíîñòè
ïîçâîëÿò áëèæå ïîäîéòè ê ïîíèìàíèþ ìåõàíèçìà êðèî-
ïîâðåæäåíèé è èõ îáðàòèìîñòè.

Êàê óæå îòìå÷åíî âûøå, áîëüøîå çíà÷åíèå èìåëè áû
èññëåäîâàíèÿ êðèîóñòîé÷èâîñòè êëåòîê íà ìîëåêóëÿðíîì
óðîâíå. Èçâåñòíû ðåçóëüòàòû èçó÷åíèÿ ðåíàòóðàöèè áåë-
êîâ â âîäíûõ ðàñòâîðàõ ïîñëå èõ çàìîðàæèâàíèÿ ïðè íèç-
êîé òåìïåðàòóðå ïóòåì áîëüøîãî ðàçáàâëåíèÿ âîäîé
(Êÿéâÿðÿéíåí, 1980). Îáðàòèìóþ äåíàòóðàöèþ íåêîòî-
ðûõ ôåðìåíòîâ íàáëþäàëè ïîñëå âîçäåéñòâèÿ íà áåëîê
ïîâûøåííîé è íèçêîé òåìïåðàòóð (Êðåòîâè÷, 1986). Ñ ïî-
çèöèé ñîâðåìåííûõ çíàíèé, èìåííî äèôôóçèÿ âíóòðèìî-
ëåêóëÿðíîé âîäû îáåñïå÷èâàåò ñâîðà÷èâàíèå áåëêîâîé
ìîëåêóëû ïðè ïåðåõîäå èç íàòèâíîãî â ðàñïëàâëåííîå ñî-
ñòîÿíèå è îáðàòíî (Âàðôîëîìååâ, 2005).

Òàêèì îáðàçîì, âîññòàíîâëåíèå ïîäâèæíîñòè ñïåð-
ìèåâ ïîñëå õðàíåíèÿ èõ ïðè íèçêîé è ñâåðõíèçêîé òåìïå-
ðàòóðàõ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç íàïðàâëåíèé èññëåäîâàíèé â
îáëàñòè êðèîáèîëîãèè. Âàæíûì áèîòåñòîì êà÷åñòâà ñïåð-
ìèåâ â ðàçðàáîòêå áèîòåõíèêè êðèîêîíñåðâàöèè ñåìåí-
íîé æèäêîñòè æèâîòíûõ, êàê ïîêàçàëè íàøè èññëåäîâà-
íèÿ, ÿâëÿåòñÿ ïðîâåäåíèå öèòîìîðôîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà
ñîñòîÿíèÿ êëåòîê. Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé òàêæå ïîêà-
çàëè ïðèåìëåìîñòü çàìîðàæèâàíèÿ ñåìåííîé æèäêîñòè
ïðè íèçêîé òåìïåðàòóðå. Â ýòîé ñâÿçè ñîâðåìåííàÿ ìîðî-
çèëüíàÿ òåõíèêà ïîçâîëÿåò â çàäàííîì ðåæèìå îñóùåñòâ-
ëÿòü çàìîðàæèâàíèå ñ àâòîìàòè÷åñêèì ðåãóëèðîâàíèåì
ñêîðîñòè êðèîêîíñåðâàöèè áèîìàòåðèàëà, â òîì ÷èñëå ïî-
ëîâûõ êëåòîê (Èâ÷åíêî è äð., 2004). Ìîæíî óòâåðæäàòü,
÷òî ñíèæåíèå îáúåìà âîäû â êà÷åñòâå ðàçáàâèòåëÿ è âû-
ñîêîîñìîòè÷åñêèõ âåùåñòâ â êðèîñìåñü ñóùåñòâåííî ïî-
âûøàåò åå êðèîïðîòåêòîðíûå ñâîéñòâà. Íàêîíåö, âàæíîå
çíà÷åíèå èìåþò äàííûå íàñòîÿùåé ðàáîòû ïî çàìîðàæè-
âàíèþ ñåìåííîé æèäêîñòè â âèäå ãðàíóë. Ýòîò ñïîñîá ìû
àïðîáèðîâàëè ïðè íåïîñðåäñòâåííîé ïîìîùè íàó÷íîãî
ñîòðóäíèêà Èíñòèòóòà áèîôèçèêè êëåòêè ÐÀÍ À. À. Àíä-
ðååâà, êîòîðîìó ïðèíîñèì áëàãîäàðíîñòü.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ôîí-
äà ñîäåéñòâèÿ ðàçâèòèþ ìàëûõ ôîðì ïðåäïðèÿòèé â íà-
ó÷íî-òåõíè÷åñêîé ñôåðå è ñðåäñòâ Àñòðàõàíñêîãî ãîñó-
äàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà.

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Àéáàçîâ Â. Ì., Òðóáíèêîâà Ï. Â. 2004. Çàìîðàæèâàíèå è èñ-
ïîëüçîâàíèå ñïåðìû áàðàíîâ-ïðîèçâîäèòåëåé (ðåêîìåíäàöèè).
Ñòàâðîïîëü. 23 ñ.

Àíàíüåâ Â. È. 1997. Êîíöåïöèÿ ñîõðàíåíèÿ è óñòîé÷èâîãî
èñïîëüçîâàíèÿ áèîðàçíîîáðàçèÿ ñ ïðèìåíåíèåì ìåòîäîâ êðèî-
êîíñåðâàöèè ãåíîìîâ ãèäðîáèîíòîâ. Ðûá. õîç-âî. Ñåð. Àêâà-
êóëüòóðà. 1 : 1—36.

Àíàíüåâ Â. È., Àíäðååâ À. À., Ãîëîâàíîâà Ò. Ñ., Ïåòðîïàâ-
ëîâ Í. Í., Öâåòêîâà Ë. È. 1998à. Îïûò êðèîêîíñåðâàöèè ñïåð-
ìû áåëîðûáèöû è áåëóãè. Ðûá. õîç-âî. Ñåð. Àêâàêóëüòóðà. 1 :
25—32.

Àíàíüåâ Â. È., Öâåòêîâà Ë. È., Ìàíîõèíà Ì. Ñ., Ðûæ-
êîâ Ë. Ï., Äîêèíà Ñ. Á. 1998á. Ïðîáëåìà ñîõðàíåíèÿ ãåíîìîâ
ëîñîñåâûõ è îñåòðîâûõ ðûá. Â êí.: Àíàëèòè÷åñêàÿ èíôîðìà-
öèÿ. «Àêâàêóëüòóðà». Âûï. 1. Ì.: ÝÊÈÍÀÑ. 2—24.

Àíäðååâ À. À. 1996. Êðèîêîíñåðâàöèÿ ñïåðìû áåëîðûáèöû
è áåëóãè: Ìàòåð. ðàáî÷. ñîâåù. «Êðèîêîíñåðâàöèÿ ãåíåòè÷å-
ñêèõ ðåñóðñîâ». Ïóùèíî. 96—98.

950 Ã. Â. Çåìêîâ, Ò. È. Àêèìî÷êèíà



Áåõ Â. Â. 2004. Êðèîêîíñåðâàöèÿ ñïåðìû êàðïîâ óêðàèí-
ñêèõ ïîðîä: Ìàòåð. Ìåæäóíàð. êîíô. «Ñîõðàíåíèå ãåíåòè÷å-
ñêèõ ðåñóðñîâ». Öèòîëîãèÿ. 46 (9): 769.

Âàðôîëîìååâ Ñ. Ä. 2005. Õèìè÷åñêàÿ ýíçèìîëîãèÿ. Ì.:
Àêàäåìèÿ. 480 ñ.

Âåïðèíöåâ Á. Í., Ïèëèåâ Ñ. À. 2002. Ñîõðàíèòü ãåíî-
ôîíä ðûá è âîäíûõ áåñïîçâîíî÷íûõ. Â êí.: Èçáðàííûå òðóäû
ÂÍÈÈÏÐÕ. Ì. 1 : 366—369.

Âåïðèíöåâ Á. Í., Ðîòò Í. Í. 1984. Êîíñåðâàöèÿ ãåíåòè÷å-
ñêèõ ðåñóðñîâ. Ïðîáëåìà ñîõðàíåíèÿ ãåíîôîíäà. Ïóùèíî. 48 ñ.

Âëàñåíêî À. Ä. 1995. Ñîñòîÿíèå ðûáíûõ çàïàñîâ Âîëãî-
Êàñïèéñêîãî áàññåéíà. Òåç. äîêë. Ìåæäóíàð. êîíô. Àñòðàõàíü:
157—158.

Ãèíçáóðã À. Ñ., Äåòëàô Ò. À. 1975. Îñåòð Àcipenser gulden-
shtadti. Â êí.: Îáúåêòû áèîëîãèè ðàçâèòèÿ. Ì.: Íàóêà. 217—
260.

Äóäêèí Ñ. È., Êîðíèåíêî Ã. Ã., Êîëåñíèêîâà Ë. Â.,
Öåìà Í. È. 2004. Êðèîêîíñåðâàöèÿ ÿèö è ðàííèõ îíòîãåíåòè÷å-
ñêèõ ñòàäèé ãðåáíåâèêà Beroe ovata: Ìàòåð. Ìåæäóíàð. êîíô.
«Ñîõðàíåíèå ãåíåòè÷åñêèõ ðåñóðñîâ». Öèòîëîãèÿ. 46 (9) :
788—789.

Æåëòîáðþõ Í. À., Èâàõíåíêî Â. Ê., Òóòîâà Ë. À. 1977. Ñðå-
äà äëÿ çàìîðàæèâàíèÿ ñïåðìû. ¹ çàÿâêè: 2551114/30-15. Ðåãè-
ñòðàöèîííûé íîìåð: 677750.

Çåìêîâ Ã. Â., Òèõîìèðîâ À. Ì., Àêèìî÷êèíà Ò. È. 2005.
Îïëîäîòâîðÿåìîñòü èêðû áåëîðûáèöû ïîñëå êðèîêîíñåðâàöèè
ðåïðîäóêòèâíûõ êëåòîê â óñëîâèÿõ ñâåðõíèçêîé òåìïåðàòóðû.
Â êí.: Ýêîëîãî-áèîëîãè÷åñêèå ïðîáëåìû áàññåéíà Êàñïèéñêî-
ãî ìîðÿ. Àñòðàõàíü. Èçä. äîì «Àñòðàõàíñêèé óíèâåðñèòåò».
88—89.

Çèí÷åíêî À. Â., Çèí÷åíêî Â. Ä., Êîïåéêà Å. Ô., Îíèùåí-
êî Å. Â. 2004. Î âîçìîæíûõ ôàêòîðàõ ïîâðåæäåíèÿ áèîëîãè÷å-
ñêèõ îáúåêòîâ è èõ ÄÍÊ ïðè êðèîêîíñåðâàöèè: Ìàòåð. Ìåæ-
äóíàð. êîíô. «Ñîõðàíåíèå ãåíåòè÷åñêèõ ðåñóðñîâ». Öèòîëîãèÿ.
46 (9) : 796.

Èâàíîâà Í. Ò. 1982. Àòëàñ êëåòîê êðîâè ðûá (ñðàâíèòåëü-
íàÿ ìîðôîëîãèÿ è êëàññèôèêàöèÿ ôîðìåííûõ ýëåìåíòîâ êðîâè
ðûá). Ì.: Ëåãêàÿ è ïèùåâàÿ ïðîì-ñòü. 184 ñ.

Èâ÷åíêî Í. Ô., Èâ÷åíêî Ñ. Í., Ìåëüíèê À. Â. 2004. Ïåðñî-
íàëüíûå êðèîãåííûå áàíêè: Ìàòåð. Ìåæäóíàð. êîíô. «Ñîõðà-
íåíèå ãåíåòè÷åñêèõ ðåñóðñîâ». Öèòîëîãèÿ. 46 (9) : 797.

Êîïåéêà Å. Ô., Íîâèêîâ À. Í. 1983. Êðèîêîíñåðâèðîâàíèå
ñïåðìû ðûá. Â êí.: Êðèîêîíñåðâèðîâàíèå êëåòî÷íûõ ñóñïåí-
çèé. Êèåâ: Íàóê. äóìêà. 204—215.

Êðåïñ Å. Ì. 1979. Î ïóòÿõ ðàçâèòèÿ ýâîëþöèîííîé áèîõè-
ìèè. Â êí.: Ðóêîâîäñòâî ïî ôèçèîëîãèè. Ýâîëþöèîííàÿ ôèçèî-
ëîãèÿ. Ë.: Íàóêà. 1 : 394—426.

Êðåòîâè÷ Â. Ë. 1986. Ââåäåíèå â ýíçèìîëîãèþ. Ì.: Íàóêà.
330 ñ.

Êóðáàòîâ À. Ä., Ïëàòîâ Å. Ì., Êîðáàí Í. Â. 1988. Êðèî-
êîíñåðâàöèÿ ñïåðìû ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ. Ë.: Àã-
ðîïðîìèçäàò. 255 ñ.

Êÿéâÿðÿéíåí À. È. 1980. Äèíàìè÷åñêîå ïîâåäåíèå áåëêîâ â
âîäíîé ñðåäå è èõ ôóíêöèè. Ë.: Íàóêà. 270 ñ.

Ëîçèíà-Ëîçèíñêèé Ë. Ê. 1972. Î÷åðêè ïî êðèîáèîëîãèè.
Ë.: Íàóêà. 288 ñ.

Ìàêñóäîâ Ã. Þ., Àðòþøêîâà Â. À., Òðîøêî Å. Â. 1988.
Îöåíêà êà÷åñòâà ñåìåíè æèâîòíûõ. Ïóùèíî. 42 ñ.

Ìèðçîÿí À. Â., Íåáåñèõèíà Í. À., Âîéíîâà Í. Â., ×èñòÿ-
êîâ Â. À. 2004. Àñêîðáèíîâàÿ êèñëîòà è ëèçèí ïîäàâëÿþò ãåíî-
òîêñè÷åñêèé ýôôåêò ãëóáîêîé çàìîðîçêè ñïåðìû ðóññêîãî

îñåòðà: Ìàòåð. Ìåæäóíàð. êîíô. «Ñîõðàíåíèå ãåíåòè÷åñêèõ
ðåñóðñîâ». Öèòîëîãèÿ. 46 (9) : 821—822.

Ïåðñîâ Ã. Ì. 1941. Ó÷åò îñåòðîâîäíûõ ðàáîò â ñâÿçè ñ ïðè-
ìåíåíèåì ãèïîôèçàðíûõ èíúåêöèé. Â êí.: Ìåòîä ãèïîôèçàð-
íûõ èíúåêöèé è åãî ðîëü â âîñïðîèçâîäñòâå ðûáíûõ çàïàñîâ.
Ë.: Èçä-âî ËÃÓ. 42—50.

Ïëàòîâ Å. Ì., Âîëêîâ À. Ñ. 1978. Âðåìåííûå ðåêîìåíäà-
öèè ïî ãëóáîêîìó çàìîðàæèâàíèþ è èñïîëüçîâàíèþ ñïåðìû
áàðàíîâ-ïðîèçâîäèòåëåé. Ì. 28 ñ.

Ïîíîìàðåâà Å. Í., Òèõîìèðîâ À. Ì., Áîãàòûðåâà Ì. Ì.,
Áîëîíèíà Í. Â. 2007. Ðåçóëüòàòû îïëîäîòâîðåíèÿ èêðû ðóññêî-
ãî îñåòðà è ñåâðþãè äåôðîñòèðîâàííîé ñïåðìîé. Â êí.: Àêòó-
àëüíûå ïðîáëåìû áèîëîãèè âîñïðîèçâîäñòâà æèâîòíûõ. Äóá-
ðîâèöû: ÂÍÈÈÆ. 478—480.

Ïðîíèíà Í. Ä. 2004. Îöåíêà êà÷åñòâà êðèîêîíñåðâèðîâàí-
íîé ñïåðìû ðûá: Ìàòåð. Ìåæäóíàð. êîíô. «Ñîõðàíåíèå ãåíå-
òè÷åñêèõ ðåñóðñîâ». Öèòîëîãèÿ. 46 (9) : 843—844.

Ïóøêàðü Í. Ñ., Áåëîóñ À. Ì., Êîïåéêà Å. Ô., Íîâèêîâ À. Í.,
Îëåéíèê Ñ. Ò., ×àïëàé Å. Â., Èøêîâ Ã. Ñ. 1979à. Ñïîñîá êîíñåð-
âèðîâàíèÿ ñïåðìû ðûá. Ðåãèñòðàöèîííûé íîìåð: 818578.

Ïóøêàðü Í. Ñ., Áåëîóñ À. Ì., Íîâèêîâ À. Í., Êîïåéêà Å. Ô.,
Îëåéíèê Ñ. Ò. 1979á. Ñïîñîá êîíñåðâèðîâàíèÿ ñïåðìû ðûá. Ðå-
ãèñòðàöèîííûé íîìåð: 786947.

Ïóøêàðü Í. Ñ., Èòêèí Þ. À., Êîïåéêà Å. Ô., Ãîð-
äèåíêî Å. À., Áðîíøòåéí Â. Ë., Ãëóøêî Ò. À. 1976. Ñïîñîá êðèî-
êîíñåðâèðîâàíèÿ ñïåðìû ðûá. Ðåãèñòðàöèîííûé íîìåð:
591164.

Ñìèðíîâ È. Â. 1951. Ñîõðàíåíèå ñåìåíè ñåëüñêîõîçÿéñò-
âåííûõ æèâîòíûõ ïðè òåìïåðàòóðàõ –78 è –183 °Ñ. Ñîöèàëè-
ñòè÷åñêîå æèâîòíîâîäñòâî. 1 : 94—95.

Öâåòêîâà Ë. È., Äîêèíà Î. Á., Ïðîíèíà Í. Ä., Ìèëåí-
êî Â. À., Òàíñûêáàåâ À. Í. 2004. Êðèîêîíñåðâàöèÿ ñïåðìû îñåò-
ðîâûõ ðûá — îáúåêòîâ àêâàêóëüòóðû. Â êí.: Àêâàêóëüòóðà
îñåòðîâûõ ðûá: äîñòèæåíèÿ è ïåðñïåêòèâû ðàçâèòèÿ. Àñòðà-
õàíü. 213—214.

Öâåòêîâà Ë. È., Ñàâóøêèíà Ñ. È. 1997. Ìåòîäè÷åñêîå ïî-
ñîáèå ïî êðèîêîíñåðâàöèè ñïåðìû êàðïà, ëîñîñåâûõ è îñåòðî-
âûõ âèäîâ ðûá. Ì.: ÂÍÈÈÏÐÕ. 11 ñ.

Luyet B. J. 1966. On the possible biological significance of
some physical changes encounted in the cooling and the rewarming
of aqueous-solutions. In: Cellular injury and resistance in freezing
organisms. Japan. 2 : 1—20.

Luyet B. J., Gehenio P. M. 1940. Life and death of low tempe-
ratures. Biodynamica. 341.

Mazur P. 1963. Kinetics of water loss from cells at subzero
temperatures and likehood of intracellular water. J. Gen. Physiol.
47 : 347—369.

Mazur P. 1966. Theoretical and experimental effects of coo-
ling and warming velocity in the survival of frozen and thawed
cells. Cryobiology. 2 : 181—192.

McGrath J., Somlo S., Makova S., Tian X., Brueckner M. 2003.
Two populations of node monocilia initiate left-right asymmetry in
the mouse. Ñell. 114 : 61—73.

Pushkar N. S., Itkin Yu. A., Bronstein V. L. 1976. On the prob-
lem of dehydration and intracelluiar crystallization during freezing
of cell suspension. Cell. 13 : 147—152.

Vorobjev I., Malikov V., Rodionov V. 2001. Self-organization
of a radial microtubule array by dynein-dependent nucleation of
microtubules. Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 98 : 10 160—10 165.

Ïîñòóïèëà 22 IX 2008

Öèòîìîðôîëîãè÷åñêèå è ôóíêöèîíàëüíûå èçìåíåíèÿ ñïåðìèåâ ðóññêîãî îñåòðà 951
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The article presents some experimental results concerning the problem of genetic conservation of valuable
and endangered animal species. Biotechnical development of the cryopreservation of spermatic cells for the pur-
pose of their extended storage at low and ultra low temperatures is a priority line of the investigations in the to-
pical area and implies creation of animal genomes cryobanks. It is known that water crystals of plasma and the
cell itself often cause the spermatholysis in the course of freezing. That is why the search for the substances with
cryoprotective properties continues up to the present moment. In this study, we investigated cryoprotective pro-
perties of glycerin, dimethyl sulfoxide and heparin in different proportions using spermatic fluid of sturgeon
Acipenser guldenshtadti (Brandt). These results obtained were compared with the cryoprotectors of well-known
composition. In addition, freezing and storage of the spermatic fluid were executed in two variations: at low and
ultralow temperatures. Cold tolerance of the sperm cells was estimated by the sperm mobility and by light mic-
roscopy morphological analysis of the cells. It was shown to be linked to the composition of cryoprotectors. The
heaviest violations were observed under addition of osmotic active substances, some inorganic compounds
among them. Principle of our modification is based on that we used fluid substances: glycerin, dimethyl sulfoxi-
de, heparin eliminating water as a solvent. The results obtained showed that our modified cryoprotectors and the
standard cryoprotectors had equal efficiency. The article also presents the data on the spermatic fluid freezing at
low temperature. They are important in case of modern freezing systems.

K e y w o r d s: cryopreservation, cold tolerance, defrostation, sperm, cryoprotectors, Acipenser guldensh-
tadti (Brandt), cytomorphological analyse.
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