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Аннотация. В работе представлен краткий обзор подходов и методов криоконсервации спермы некоторых 

видов осетровых рыб. Несмотря на длительную историю экспериментальных исследований, большинство этих 

методов все еще недостаточно эффективны для рутинного применения в осетроводстве. Целью нашего обзора 

было выявить наиболее эффективные существующие методики криоконсервации спермы осетровых рыб, 

а также отметить новые тенденции, позволяющие улучшить или даже заменить «классические» подходы.
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Summary. This work presents a brief overview of methods and approaches to cryopreservation of sperm in some 

sturgeon species. Despite a long history of experimental studies, most of these methods are still not eff ective enough to 

be routinely used in sturgeon farming. The goal of our review was to reveal the most eff ective conventional techniques 

of sturgeon sperm cryopreservation and point out new trends suggesting improvement or even replacement of these 

‘classical’ techniques.
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Искусственное оплодотворение в осе-
троводстве подразумевает определен-
ные стандарты качества используемой 
спермы, обеспечивающие достаточный 
производственный выход [4]. Наиболее 
популярна оценка качества спермы по 
пятибалльной шкале Персова, учитываю-
щей цветность (приблизительная оценка 
концентрации), консистенцию и подвиж-
ность [7]. Вместе с тем, важнейшими по-
казателями качества спермы являются 

способность к активации, дающая не-
обходимую концентрацию подвижных 
сперматозоидов в момент оплодотворе-
ния — «фертильный титр», а также время 
сохранения сперматозоидами подвиж-
ности. Эти показатели определяются в 
дополнительных лабораторных иссле-
дованиях и дают более адекватную оцен-
ку фертильного потенциала спермы [2]. 
Тем не менее, руководства по осетровод-
ству не рекомендуют использовать спер-
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му с концентрацией менее 1 млрд/мл и 
подвижностью после активации менее 
75% [3, 4, 11, 28]. Показатели качества де-
фростированной спермы заведомо сни-
жены по сравнению со свежей, поэтому 
технологии криоконсервации спермы не 
используются рутинно в производстве и 
по-прежнему остаются главным образом 
экспериментальными.

В нашем обзоре рассмотрены техно-
логии криоконсервации спермы осетро-
вых рыб, включая новые, описанные в ли-
тературе последних 5 лет (2010–2015 гг.), 
с целью выявить наиболее эффективные 
на сегодняшний день традиционные, а 
также новые перспективные методики. 
Более ранние работы приведены в ка-
честве первоисточников для обосно-
вания выбора тех или иных подходов. 
Мы также не рассматриваем примене-
ние различных добавок (антибиотиков, 
антиоксидантов, витаминов и пр.) и тех-
нологических ухищрений (например, 
электростимуляции [10]), повышающих 
выживаемость сперматозоидов при ис-
пользовании базовых методик.

КРИОЗАЩИТНАЯ СРЕДА

Криоконсервация биологических 
объектов предполагает определенный 
состав консервирующего раствора и 
режимы замораживания и размора-
живания. В  отечественных работах по 
криоконсервации спермы рыб консер-
вирующий раствор обычно называют 
криозащитной средой. Криозащитная 
среда представляет собой раствор кри-
опротектора в разбавителе. Готовую 
криозащитную среду перед заморажи-
ванием смешивают со спермой в опре-
деленном соотношении, обычно 1:1. 
Под криопротектором подразумевают 
проникающие через клеточную мембра-
ну криопротекторы, такие как глицерин, 
этиленгликоль, диметилсульфоксид 

(ДМСО), метанол, диметилацетамид и 
др., в то время как непроникающие кри-
опротекторы (чаще всего это сахароза, 
в некоторых случаях — глюкоза [27] и 
маннитол [9]) входят в состав разбави-
теля. Horvath и соавт. [25] указывают, что 
разбавитель должен быть изоосмотиче-
ским по отношению к семенной плазме. 
В настоящее время наиболее часто ис-
пользуют разбавитель Цветковой (табли-
ца) и реже — среду Штайна.

СРЕДА ШТАЙНА

Не всегда возможно установить, что 
авторы имеют в виду под «средой Штай-
на». Черепанов и соавт. [12] приводят 
следующие составы для двух вариантов 
среды Штайна.

Среда Штайна 1: 130 мМ NaCl, 5 мМ 
KCl, 1,5 мМ CaCl2, 20 мМ NaHCO3, 3,4 мМ 
NaH2PO4, 1,7 мМ MgSO4, 5 мМ глюкозы, 66 
мМ глицерина.

Среда Штайна 2: 130 мМ NaCl, 5 мМ KCl, 
20 мМ NaHCO3, 5 мМ глюкозы.

Оба состава содержат 1,4 М ДМСО и 
12,5% яичного желтка.

В работе 1978 г. [33] со ссылкой на бо-
лее раннюю работу Штайна [32] действи-
тельно приведены два варианта среды, 
содержащей 10% ДМСО:

1) разбавитель 1: 750 мг NaCI, 200 мг 
NaHCO3, 53  мг NaH2PO4, 23  мг MgSO4 × 
× 7 H2O, 38  мг KCI, 46  мг CaCl2 × 2H2O, 
100 мг глюкозы, 500 мг глицина, 100 мл 
H2O, 20 мл яичного желтка;

2) разбавитель 2: 750 мг NaCl, 200 мг 
NaHCO3, 38 мг KCI, 100 мг глюкозы, 100 мл 
H2O, 20 мл яичного желтка.

Особое внимание следует обратить 
на то, что в оригинальный состав раз-
бавителя 1 Штайна входит глицин, а не 
глицерин!

В 1991 г. одна из работ Штайна была 
опубликована в русском переводе [15]. 
В этой работе указан только один состав: 
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750  мг NaCl, 200  мг NaHCO3, 40  мг KCI, 
100 мг глюкозы, 100 мл H2O, 20 мл яич-
ного желтка. Ссылки на данную работу в 
русскоязычных публикациях позволяют 
думать, что именно данный состав сле-
дует считать средой Штайна.

РАЗБАВИТЕЛЬ ЦВЕТКОВОЙ

Horvath и соавт. [25] указывают, что 
первые положительные результаты по 
криоконсервации спермы осетровых 
рыб были получены Цветковой и соавт. 
[34]. В этой работе приведен следующий 
состав разбавителя: 23,4 мМ сахарозы, 
118 мМ ТРИС, pH 8,0. Glogowski и соавт. 
[24], тестируя различные криозащитные 
среды, приводят несколько иной состав 
разбавителя на основе ТРИС-сахарозы: 
30 мМ ТРИС, 23,4 мМ сахарозы, 0,25 мМ 
KCl, pH 8,0. Horvath и соавт. рефериру-
ют этот состав как «модифицированный 
разбавитель Цветковой» — МТ [25]. Этот 
состав приводится в работах Исследова-
тельского центра аквакультуры и био-
разнообразия гидроценозов Универси-
тета Южной Богемии (Чехия), а также с 
возможными незначительными отличи-
ями в работах других авторов (таблица).

БЕССОЛЕВЫЕ РАЗБАВИТЕЛИ

Judycka и соавт. [27] использовали 
образцы спермы 9 самцов сибирского 
осетра для криоконсервации в ориги-
нальном консерванте GM, состоящем 
только из глюкозы и метанола в водном 
растворе. Наилучшие результаты были 
достигнуты при концентрации глюкозы 
0,1 М и метанола 15% и эквилибрации в 
GM в течение 30 мин перед заморажи-
ванием. Замораживание проводили в 
соломинах 250 мкл в парах азота (3 см 
над поверхностью) в течение 5 мин с по-
следующим погружением в жидкий азот. 
Размораживали на водяной бане +40 оС 
в течение 5 сек. После размораживания 

активировались до 60% сперматозои-
дов; частота оплодотворения была около 
30%, а выклева свыше 30%.

Aramli и соавт. [18] показали, что рас-
твор GM с концентрацией глюкозы 0,2 
М и 10% метанола эффективен для кри-
оконсервации спермы белуги. Сперму 
разбавляли 1:1, таким образом, конеч-
ная концентрация метанола составля-
ла 5%. Замораживание и дефростацию 
проводили аналогично [27]. После деф-
ростации активировались ~ 45% (в тек-
сте — 50%) сперматозоидов, а частота 
фертилизации (определённая авторами 
как частота выклева) достигала 50%. Ис-
пользование разбавителя MT дало более 
низкие результаты (таблица) [18].

КРИОПРОТЕКТОРЫ

Boryshpolets и соавт. [21] приводят 
данные об использовании в качестве 
криопротекторов ДМСО, диметилацета-
мида, этиленгликоля и метанола в исход-
ных (до разбавления спермы) концентра-
циях 5% и 10% в сочетании с разбавите-
лем, сходным по составу с МТ (таблица). 
Наилучшие результаты были достигнуты 
при использовании 10% метанола. Авто-
ры делают вывод о предпочтительности 
использования метанола перед ДМСО, 
так как последний значительно снижает 
частоту оплодотворения, а также о не-
пригодности этиленгликоля в качестве 
криопротектора.

Shaliutina-Kolešová и соавт. также 
установили, что наиболее подходящим 
криопротектором для спермы, по край-
ней мере, стерляди является метанол, 
обеспечивая наилучшую устойчивость 
к оксидативному стрессу; в то же время 
авторы продемонстрировали непригод-
ность в качестве криопротектора эти-
ленгликоля [31].

Пономарева и соавт. [8], изучая пе-
роксидное окисление липидов в мем-
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бранах митохондрий сперматозоидов, 
сравнивали результаты криоконсер-
вации спермы русского осетра в сре-
де Штайна с ДМСО и в разработанной 
авторами «криосреде №  3» (NaCl, KCl, 
NaHCO3, CaCl2, маннитол, сахароза, 10% 
яичного желтка, 10% ДМСО). Авторы 
продемонстрировали высокую выжива-
емость после дефростации сперматозо-
идов, замороженных в «криосреде № 3», 
по сравнению со средой Штайна: 60% и 
10% соответственно. В работе, однако, 
не указано количество исследованных 
образцов, проведенных измерений и, 
соответственно, показателей вариации 
полученных значений.

Sadeghi и соавт. [29, 30] также не про-
водили исследования оплодотворяющей 
способности спермы стерляди и белуги 
при использовании в качестве криопро-
тектора 10% ДМСО, несмотря на относи-
тельно хорошие результаты по восста-
новлению подвижности.

Земков и Акимочкина [5] сообщили 
о разработанной ими среде для крио-
консервации спермы русского осетра, 
содержащей ДМСО, глицерин и гепа-
рин. К 0,5 мл спермы русского осетра 
добавляли 0,05 мл глицерина, 0,05 мл 
ДМСО и 0,04 мл гепарина (исходная кон-
центрация гепарина не указана). Такой 
состав, по данным авторов, обеспечи-
вал хорошую сохранность характер-
ной морфологии сперматозоидов по 
сравнению со средой Штайна, а также 
средами с различным содержанием са-
харозы и маннитола. Несмотря на это, 
авторы указывают, что поступатель-
ное движение сперматозоидов после 
размораживания сохранялось лишь в 
отдельных случаях и составляло около 
30%; колебательные движения наблю-
дались во всех случаях. Исследование 
оплодотворяющей способности спермы 
не проводилось.

В работах по криоконсервации спер-
мы осетровых рыб Южного научного 
центра РАН и Астраханского государст-
венного технического университета в 
качестве криопротектора часто указы-
вается ДМСО [1, 8, 9, 13]. Сообщается о 
высокой эффективности криоконсерва-
ции, по крайней мере, для спермы белу-
ги: восстанавливают подвижность ~ 90% 
сперматозоидов, а частота оплодотворе-
ния составляет ~ 70% [9].

К сожалению, во многих работах, где в 
качестве криопротектора используется 
ДМСО, не приводятся данные о частоте 
оплодотворения и выхода личинок, а в 
некоторых работах такие исследования 
не проводились.

РЕЖИМЫ ЗАМОРАЖИВАНИЯ 

И ДЕФРОСТАЦИИ

Наиболее простым и эффективным 
является следующий режим замороз-
ки: сперму с криозащитной средой на-
бирают в соломины (пайеты) объемом 
от 0,25 мл либо помещают в криовиалы 
объемом до 5 мл, замораживают в па-
рах жидкого азота, в 3 см над поверхно-
стью, в течение некоторого времени (в 
зависимости от объема, обычно, до 10 
мин), затем помещают непосредствен-
но в жидкий азот и переносят в храни-
лище [13, 23, 27, 29]. Размораживание 
проводят быстро, в течение нескольких 
секунд на водяной бане при +40 оС. Дан-
ный способ является достаточно резуль-
тативным, однако не обеспечивает не-
обходимых объемов дефростированной 
спермы для использования в товарном 
рыбоводстве и требует дальнейшей раз-
работки.

Скорость замораживания имеет 
большое значение, и контролируемые 
режимы снижения температуры могут 
быть предпочтительны по сравнению 
с упомянутым выше подходом. Так, ис-
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пользуя программируемый заморажи-
ватель для криоконсервации спермы 
персидского осетра (A. persicus) в кри-
озащитной среде МТ + 10% метанол, 
Aramli и соавт. добились наилучших 
результатов при максимальной скоро-
сти замораживания  — 40 оС/мин [20]. 
Красильников и Тихомирова испытали 
альтернативный способ замораживания 
спермы русского и сибирского осетров 
в тонких пленках на сетке, что позво-
ляет добиться сверхвысоких значений 
скорости охлаждения [6], а также, воз-
можно, увеличить объемы заморажива-
емого материала. К сожалению, авторы 
приводят данные лишь о «продолжи-
тельности жизни» сперматозоидов и не 
приводят другие показатели качества 
дефростированной спермы.

Не меньшее значение имеет режим 
размораживания и последующее обра-
щение с дефростированной спермой. 
Aramli и Nazari проводили криоконсер-
вацию спермы 8 самцов персидского 
осетра (A. persicus) из природной попу-
ляции [17]. Сперму разбавляли 1:1 крио-
защитным раствором МТ + 10% метанол 
и замораживали в соломинах 0,5 мл в 
течение 10 мин над парами жидкого 
азота с последующим погружением в 
него. Размораживание было быстрым, 
5 сек при +40 оС. Авторы указывают, что 
показатели спермы непосредственно 
после размораживания не отличались 
от таковых свежей спермы. Хранение 
дефростированной неактивированной 
спермы после размораживания при +4 
оС в течение 30 мин не сказывалось на 
ее показателях, которые затем прогрес-
сивно снижались. При использовании 
спермы непосредственно после раз-
мораживания способность к актива-
ции, частота фертилизации и выклева 
были наиболее высокими (таблица). 
Такие же высокие результаты были по-

лучены Aramli и соавт. при использо-
вании того же подхода для белуги [19] 
(таблица).

ВИТРИФИКАЦИЯ

В отличие от традиционной криокон-
сервации, витрификация исключает фа-
зовый переход воды (и других веществ) 
в кристаллическое состояние. Вместо 
этого жидкие субстанции переходят в 
аморфное, стекловидное состояние (лат. 
vitrum  — стекло), что является значи-
тельно менее травматичным для биоло-
гических объектов. Витрификация обес-
печивается сверхбыстрым охлаждением 
объекта (непосредственным погружени-
ем в жидкий азот) и подбором составов 
криозащитных сред, создающих эффект 
пластификации в основном за счет осо-
бого характера связывания воды как вне, 
так и внутри объекта (клетки). Витрифи-
кация является наиболее технологичным 
и перспективным способом криоконсер-
вации, но требует тщательной разработки 
криозащитных составов и протоколов с 
учетом особенностей объекта, что пре-
пятствует широкому распространению 
этого подхода.

На сегодняшний день известна только 
одна публикация Abed-Elmdoust и соавт. 
[16], в которой описан опыт витрифи-
кации спермы персидского осетра (A. 
persicus). Примечательно, что в данной 
работе был применен естественный кри-
опротектор — белок-антифриз III (AFP III) 
арктических рыб семейства бельдюго-
вых (Zoarcidae). Сперма была разбавлена 
1:1 буфером ТРИС-HCl (100 мМ, рН 8,0), 
содержащим AFP III в концентрациях 5, 
10 и 15 мкМ. Полученную суспензию ка-
пали непосредственно в жидкий азот с 
использованием специального приспо-
собления («дроппера»), диаметр капель 
~ 5 мм. Наилучшие результаты были по-
лучены при концентрации AFP III 10 мкМ: 
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свыше 16% сперматозоидов сохранили 
способность к активации.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В  настоящее время наиболее попу-
лярными и эффективными являются 
криозащитные среды на основе модифи-
цированного разбавителя Цветковой — 
МТ. В качестве криопротектора лучшие 
результаты продемонстрированы для 
метанола в конечной концентрации 
5–7,5% (10–15% в криозащитной среде 
для последующего разбавления спермы 
1:1). Замораживание выполняют в соло-
минах (пайетах) 0,25, 0,5 или 1,2 мл или 
в криовиалах 5 мл, в парах азота, в тече-
ние нескольких минут с последующим 
погружением в жидкий азот и переносом 
в криохранилище. Размораживание бы-
строе, в воде при температуре +40 оС в 

течение 13–20 сек для пайет или 40 сек 
для криовиалов.

Режимы замораживания, дефроста-
ции и последующего обращения с деф-
ростированной спермой имеют огром-
ное значение. Очевидно, что время от 
размораживания до оплодотворения 
должно быть минимальным.

Заслуживает внимания применение 
бессолевых криозащитных сред просто-
го состава — GM, представляющих со-
бой водный раствор 0,1–0,2 М глюкозы и 
10–15% метанола (возможны вариации в 
зависимости от видовых особенностей). 
Эффективность криоконсервации спер-
мы в средах GM сходна с традиционными 
методами.

Новым перспективным подходом в 
криоконсервации спермы осетровых 
рыб может стать витрификация.
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