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Аннотация. Гипотермическое хранение спермы в жидком состоянии без заморажи-
вания, без использования жидкого азота, сухого льда и специального криологического 
оборудования является интересным и привлекательным с практической точки зре-
ния направлением исследований в репродуктивной биологии. Гипотермия истори-
чески является самым первым подходом к сохранению генетического материала, но, 
несмотря на это, методы гипотермического хранения гамет и эмбрионов не полу-
чили должного развития и применения в животноводстве, уступив эту нишу крио-
консервации. Одной из главных причин этого является высокая видоспецифичность 
по устойчивости к гипотермическому хранению. Существующие в настоящее время 
и рекомендованные к применению в рыбоводстве, и в частности в осетроводстве, 
технологии гипотермического хранения спермы всё еще недостаточно эффектив-
ны и требуют дальнейшей разработки. В этом кратком обзоре изложена история 
разработки технологий гипотермического хранения спермы осетровых рыб, рассмо-
трены некоторые методологические подходы, концепции и идеи, лежащие в основе 
этих разработок. Репродуктивная система самцов осетровых рыб, строение и фи-
зиология сперматозоидов имеют ряд особенностей, отличающих их от костистых 
рыб, но отчасти сближающих с амфибиями и высшими позвоночными. Это позволило 
применить некоторые удачные подходы и достижения в разработке методов ги-
потермического хранения спермы млекопитающих (мыши и человека) к осетровым 
рыбам. Так, наиболее результативным и, возможно, перспективным подходом явля-
ется частичная или полная замена семенной плазмы бессолевыми изотоническими 
растворами на основе сахаров (олигосахаридов) и альбумина. Цель этого обзора — 
привлечь внимание рыбоводов и исследователей к разработкам и достижениям в 
направлении гипотермического хранения спермы.
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Abstract. Hypothermic storage of sperm in a liquid state without freezing, without the use of 
either liquid nitrogen or dry ice as well as special cryological equipment is an interesting and 
attractive research line in reproductive biology in terms of practical application. Historically, 
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Естественным способом сохранения 
биологических объектов и продук-

тов биологического происхождения 
является охлаждение вплоть до пол-
ного замораживания, приводящее 
к снижению скорости химических и 
биохимических реакций. Сохранение 
и восстановление жизнеспособности 
биологических объектов (клеток, тка-
ней, организма в целом) после воз-
действия низких температур дости-
гается за счет обратимого снижения 
уровня или полного прекращения 
метаболизма — низкотемпературно-
го анабиоза. Такое физиологическое 
состояние определяется как гипо-
термия. Необходимость сохранения 
спермы животных в течение некото-
рого времени связана с появлением 
и развитием технологий искусствен-
ного оплодотворения, поскольку, во-
первых, позволяет проводить искус-
ственное осеменение отсроченно и, 
таким образом, планировать репро-
дуктивные процедуры, а во-вторых, 
делает возможной транспортировку 
генетического материала. Первое 
особенно важно в рыбоводстве, по-
скольку позволяет решить проблему 
неодновременного созревания гамет 

у самцов и самок во время проведе-
ния нерестовых кампаний.

Краткая предыстория 
гипотермического хранения 

спермы позвоночных
Документированная история на-

учных исследований по гипотерми-
ческому хранению спермы начина-
ется с выполненных в конце XVIII в. 
опытов итальянского аббата Лаззаро 
Спалланцани по охлаждению на сне-
гу спермы жеребца, быка и человека 
[36]. Изучая природу и свойства спер-
мы животных и человека, Спалланца-
ни проводил многочисленные экспе-
рименты, в том числе и по влиянию 
температуры на подвижность спер-
матозоидов. В трактате, изданном в 
1803 г., Спалланцани описывает экс-
перимент по охлаждению спермы же-
ребца на снегу: «Наблюдая, что спер-
матозоиды (ориг. Vermiculi. — Прим. 
автора) стали полностью неподвиж-
ными, я взял стекло со снега и оста-
вил на воздухе при 81о (по Фаренгейту, 
+27,2 оС. — Прим. автора). Спустя 
час я был изумлен, обнаружив, что 
все сперматозоиды ожили так, как 
если бы они были только что изверг-

hypothermia is the very first approach to the preservation of genetic material, but, despite 
this, the methods of hypothermic storage of gametes and embryos have not received proper 
development and application in animal husbandry, giving way to cryopreservation. One of the 
main reasons for this is the high species-specific resistance to cold storage. The technologies for 
hypothermic storage of sperm existing today and recommended for use in fish farming and in 
sturgeon breeding in particular are still not effective enough and require further improvement. 
This short review outlines the history of the development of technologies for the hypothermic 
storage of sturgeon sperm, considers a number of methodological approaches, concepts and 
ideas behind these developments. The male reproductive system in sturgeons, the structure 
and physiology of spermatozoa have a number of features that distance them from teleost 
fishes, but partly relate to amphibians and higher vertebrates. This made it possible to apply 
to sturgeons some successful approaches and achievements in the development of methods 
for hypothermic storage of mammalian (mouse and human) sperm. Thus, the most effective 
and possibly promising approach is partial or complete replacement of seminal plasma with 
salt-free isotonic solutions based on sugars (oligosaccharides) and albumin. The purpose of this 
review is to draw the attention of fish farmers and researchers to developments and advances 
in hypothermic sperm storage.

Keywords: sturgeons, sperm storage, hypothermia.
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нуты из семенных пузырьков». Тот же 
результат был получен Спалланцани 
при охлаждении в течение 5–10 ми-
нут на снегу спермы быка и человека.

Опыты Спалланцани послужили 
первой научной основой для гипо-
термического сохранения спермы 
животных. Развитие и  широкое при-
менение технологий искусственной 
инсеминации у  животных в  кон-
це  XIX  — начале  XX  в., в  основном 
благодаря работам русского ученого 
И. И. Иванова [21], потребовало со-
вершенствования методов хранения 
спермы в течение времени, достаточ-
ного для транспортировки или для 
планирования инсеминации. К  нача-
лу 1940-х гг. были разработаны буфер-
ные растворы-разбавители на основе 
яичного желтка, позволяющие сохра-
нять сперму сельскохозяйственных 
животных при температурах около 
+5 оС в течение как минимум трех су-
ток [25, 33].

В рыбоводстве способность спер-
мы рыб к непродолжительному хра-
нению при температуре 0…+5 оС из-
вестна довольно давно [9]. Первые 
экспериментальные разработки со 
спермой лососевых рыб проводились 
не позже 1940-х гг. [34]. В качестве 
первого опубликованного успешно-
го опыта хранения спермы костистых 
рыб без замораживания более суток 
упоминают работу Butcher (1944), где 
сперма ручьевой форели Salmo fario 
сохраняла способность к оплодотво-
рению в течение 5 дней хранения под 
парафиновым маслом при температу-
ре +2,2 … +3,3 оС [17]. Детлаф и соавт. 
[35] указывают на более ранние ра-
боты Шмидтова (1936) [13] и Персова 
(1941) [7], в которых сперма осетро-
вых рыб сохранялась на льду в тече-
ние 5–6 суток.

В 1949  г. Polge et al. сообщили 
об  успешной криоконсервации при 
–79  оС спермы человека, где в  каче-
стве криозащитного агента (криопро-

тектора) был использован глицерин 
[27]. Принято считать, что эта работа 
положила начало широким научным 
исследованиям в области криобиоло-
гии и разработкам практических под-
ходов к  криоконсервации биологи-
ческих объектов. Массовое промыш-
ленное производство жидкого азота 
после Второй мировой войны сдела-
ло привлекательной идею длительно-
го хранения биологических объектов 
при сверхнизких температурах и спо-
собствовало развитию криобиологии. 
Криоконсервация становится господ-
ствующим подходом в  сохранении 
спермы животных и человека, позво-
ляя создавать криобанки и генетиче-
ские коллекции, хранить материал 
неограниченно долго и  транспорти-
ровать на большие расстояния. В на-
чале 1950-х гг. появляется множество 
публикаций, посвященных криокон-
сервации спермы различных видов 
животных, в том числе рыб [16].

Вместе с тем гипотермическое 
хранение спермы без заморажива-
ния не утратило актуальности, так 
как может более эффективно решать 
задачи, не связанные с длительным 
хранением материала. Значительно 
уступая криоконсервации по дли-
тельности, гипотермическое хране-
ние обладает рядом преимуществ: не 
зависит от источника жидкого азота 
или сухого льда, не требует специ-
ального криологического оборудо-
вания, делает транспортировку ге-
нетического материала безопасной 
и удобной. Кроме того, разработка 
методов криоконсервации спермы 
различных видов животных сразу же 
столкнулась со множеством проблем, 
в числе которых видоспецифичность 
и зависимость от качества материа-
ла, что затрудняет стандартизацию 
технологий при внедрении, снижает 
эффективность и воспроизводимость 
результатов. Таким образом, наряду с 
разработкой методов криоконсерва-
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ции спермы, поиск эффективных под-
ходов к гипотермическому хранению 
не прекратился.

Концепции в основе методологии 
гипотермического хранения 

спермы рыб
В основе разработки методов и 

технологий сохранения спермы жи-
вотных без замораживания ярко вы-
деляются три интерферирующие кон-
цепции.

Физиологическая консервация 
спермы. Концепция основана на ши-
роко известных фактах длительного 
сохранения спермы у многих живот-
ных в неактивном состоянии в по-
ловых путях или ассоциированных с 
ними специализированных органах 
как у самцов, так и у самок [11]. При-
мечательно, что сперма сохраняется 
при температурах метаболической 
активности клеток. В свете этой кон-
цепции рыбы интересны тем, что до 
попадания в воду зрелые спермато-
зоиды в гонадах находятся в неактив-
ном, дормантном состоянии.

Химический анабиоз. Концепция 
состоит в обратимом подавлении ме-
таболизма и деструктивных химиче-
ских и физико-химических процессов 
при помощи химических веществ [12].

Собственно гипотермическое 
хранение. В данном случае снижение 
температуры приводит к снижению 
как ферментативной активности, так 
и скорости химических реакций в це-
лом. Здесь следует сделать важное 
замечание в отношении применения 
понятия «гипотермия» к рыбам, явля-
ющимся пойкилотермными (эктотер-
мными) организмами, для многих из 
которых околонулевые положитель-
ные температуры являются физио-
логической нормой. Таким образом, 
для сперматозоидов этих рыб более 
корректно говорить о состоянии ги-
потермического гипобиоза, который 
поддерживается за счет особых фи-

зико-химических и/или физиолого-
биохимических условий. Именно это 
делает невозможным разработку тех-
нологий гипотермического хранения 
спермы рыб строго в рамках концеп-
ции гипотермии и требует знаний об 
особенностях физиологии и биохи-
мии сперматозоидов каждого вида.

Развитие технологий 
гипотермического хранения 

спермы осетровых рыб —  
идеи, подходы, методы

«Классическое» хранение в от-
крытой посуде и негерметичных 
емкостях. Исторически самый пер-
вый и до сих пор распространен-
ный в основном среди практикую-
щих рыбоводов подход основан на 
представлении о том, что никакие 
специальные ухищрения для гипо-
термического хранения не требуют-
ся — сперма рыб может сохраняться 
по меньшей мере несколько суток в 
холодильнике или на льду (ледяной 
бане) в открытых или закрытых ват-
но-марлевой пробкой сосудах. Этот 
способ, с незначительными различи-
ями в деталях, приводится во многих 
пособиях и учебниках по рыбоводст-
ву [10]; именно к нему часто прибега-
ют во время проведения нерестовых 
кампаний. В таком состоянии сперма 
сохраняет оплодотворяющую спо-
собность в течение нескольких часов, 
и даже суток. Встречаются отдельные 
упоминания о сохранности спермы в 
течение 2–3 недель. По данным Aramli 
et al. (2017), изучавших гипотермиче-
ское хранение неразбавленной спер-
мы стерляди в «классических» аэроб-
ных условиях, спустя трое суток акти-
вировались 30–40 % сперматозоидов, 
а через 6 суток хранения подвижных 
сперматозоидов не наблюдалось сов-
сем [14]. Таким образом, результаты 
такого хранения непредсказуемы и 
компенсируются большим количе-
ством образцов. Положительным в 
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таком подходе может быть то, что ги-
потермия в этом случае играет роль 
фактора отбора наиболее качествен-
ных образцов спермы.

Метод Бийяра — ДиЛауро. 
Büyükhatipoglu и Holtz (1978) пока-
зали, что заполнение контейнеров с 
неразбавленной спермой радужной 
форели атмосферным воздухом или 
чистым кислородом способствует 
поддержанию оплодотворяющей 
способности в течение 9–15 суток 
хранения. Наилучшие результаты 
были достигнуты при хранении не-
разбавленной спермы форели в ат-
мосфере чистого кислорода (80 % 
выклева после 15 дней хранения) и в 
воздухе (94,7 % после 9 дней хране-
ния) при +4 оС. Анаэробные условия, 
разведение или повышение темпе-
ратуры менее благоприятно сказы-
вались на результатах [18]. В 1981 г.  
Billard предложил использовать 
для гипотермического хранения и 
транспортировки спермы радужной 
форели пластиковые пакеты, запол-
ненные чистым кислородом [15]. Вы-
живаемость спермы и оплодотворя-
ющая способность были достоверно 
выше после хранения в атмосфере 
чистого O2 по сравнению с воздухом 
(18–21 % O2). Простота этого способа 
сделала его впоследствии наиболее 
популярным и распространенным, 
позволяя сохранять сперму от не-
скольких часов после получения 
до нескольких недель. Оказалось, 
что таким способом можно хранить 
сперму не только лососевых рыб, но 
также карповых [32] и даже осетро-
вых [35], сперма которых морфоло-
гически и физиологически отлича-
ется от костистых рыб. DiLauro et al. 
описывают хранение спермы атлан-
тического осетра Acipenser oxyrinchus 
в пластиковых пакетах, заполненных 
кислородом, на льду. Кислород заме-
няли ежедневно. После хранения в 
течение 5 и 17 суток подвижность со-

храняли 99 % и 40 % сперматозоидов 
соответственно [19, 20]. 

В настоящее время этот метод ре-
комендован ФАО в  качестве основ-
ного для гипотермического хранения 
спермы осетровых рыб. В  техниче-
ском докладе ФАО № 558 по рыбному 
хозяйству «Руководство по  искусст-
венному воспроизводству осетровых 
рыб» приведены инструкции по  по-
лучению спермы осетровых рыб и ее 
хранению в гипотермических услови-
ях, указаны сроки сохранения опло-
дотворяющей способности спермы 
в  зависимости от  длительности ги-
потермического хранения и  исход-
ного качества. Сперму помещают «… 
в  сухие полиэтиленовые пакеты или 
другие сухие емкости, заполняемые 
смесью (кислород: воздух) 1:1, или, что 
несколько хуже, чистым кислородом, 
где сперма оптимально хранится при 
температуре 0…+0,5  оС, но  не  выше 
+3,0  оС тонким слоем (не  более 
0,5  см)» [8]. Одним из  существенных 
недостатков этого метода является 
формирование конденсированной 
воды на  стенках пакета, которая, со-
прикасаясь со  спермой, формирует 
очаги преждевременной активации 
и  последующей гибели. Кроме того, 
пакеты, заполненные газом, а  также 
тара для них, заполненная льдом или 
хладагентом, занимают достаточно 
большой объем, что может затруд-
нять транспортировку.

Метод Контэ: хранение в шприцах 
большого объема. Conte et al. (1988) 
предлагают хранить сперму при +4 oС 
в 10–60 мл шприцах, частично запол-
ненных чистым кислородом, который 
следует заменять каждые 12 часов 
[22]. Этот компактный (что важно при 
транспортировке), технически более 
простой и удобный по сравнению с 
пластиковыми пакетами способ хра-
нения осложняется необходимостью 
регулярной замены кислорода и за-
висит от его источника.
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Хранение в разбавителе Пака — 
Чапмена. Нативную сперму разбав-
ляют в 4 раза (1:3) раствором, пред-
ставляющим собой фосфатно-соле-
вой буфер (рН 7,3–7,5) с глюкозой 
или сахарозой и солями Ca2+/Mg2+ K+ 
в физиологических концентрациях, 
осмоляльность ~100 мосмоль/кг [24]. 
Технически хранение разбавленной 
спермы осуществляется по методу 
Бийяра — ДиЛауро.

Хранение в бессолевых изотониче-
ских консервантах. Эта идея возникла 
как попытка экстраполяции успеш-
ных результатов применения бессо-
левых консервантов для гипотерми-
ческого хранения спермы человека 
и мыши на осетровых рыб. В 1996 г. 
группа исследователей Университета 
Йокогамы предложила новый способ 
хранения спермы человека при +4 °C 
в бессолевом водном растворе глю-
козы и бычьего сывороточного аль-
бумина [32]. Консервирующая среда, 
названная авторами EFM (от англ. 
electrolyte free medium), позволяет 
сохранять сперму человека в жизне-
способном состоянии в течение как 
минимум двух недель [23, 29, 30, 32], 
что очевидно было существенным до-
стижением. Наши предварительные 
исследования также показали, что 
после двух недель гипотермическо-
го хранения подвижность восстанав-
ливают 52,0 ± 3,6 % сперматозоидов  
(n = 35), в то же время не установле-
но достоверного различия (p = 0,11;  
n = 6) между индексами фрагмента-
ции ДНК до и после хранения: 8,5 ± 
2,5 и 11,2 ± 3,1 соответственно, что 
подтверждало безопасность метода 
[1]. В период с 2010 по 2013 г. мето-
дика в модифицированном варианте 
была применена нами в 96 програм-
мах лечения бесплодия при наличии 
добровольного письменного инфор-
мированного согласия пациентов. 
Частота оплодотворения составила 
78,0 %; 74,9 % эмбрионов развились 

до стадии бластоцисты. В результате 
наступивших 26 беременностей ро-
дились 34 здоровых ребенка [2]. 

Существенным недостатком среды 
EFM является осмотический стресс, 
который клетки переживают в  про-
цессе консервации и  ревитализации 
и  который приводит к  повреждению 
мембран сперматозоидов. Чтобы из-
бежать этого, мы ввели в состав рас-
твора трегалозу в  качестве «осмоти-
ческого буфера». Модифицированная 
среда была названа нами ISGT (isotonic 
solution of glucose and trehalose) [3]. 
При хранении эпидидимальных спер-
матозоидов лабораторных мышей 
(Mus musculus) в  средах  ISGT и  EFM 
было установлено, что добавление 
трегалозы снижает относительное 
количество сперматозоидов с  по-
врежденными мембранами после 
14 суток хранения (1,4 ± 0,4% и 8,2 ± 
1,2% соответственно, p = 0,00, n = 16). 
В  то  же время для обоих консерван-
тов не установлены различия по спо-
собности сперматозоидов восстанав-
ливать подвижность после хранения 
(p = 0,57, n = 16), а также по фрагмен-
тации ДНК (p = 0,69, n = 12) [3].

Однако первые попытки приме-
нения нами сред EFM и  ISGT с  омо-
ляльностью ~320  мосмоль/кг для 
гипотермического хранения спермы 
осетровых рыб вместо желаемого 
результата привели к неудаче — бы-
строй и необратимой утрате способ-
ности к активации. Это обусловлено 
особенностями строения и  физио-
логии мужской урогенитальной сис-
темы осетровых рыб, являющимися 
причиной значительно более низкой 
осмоляльности семенной плазмы 
по сравнению с плазмой крови. Учи-
тывая эти особенности, нами было 
установлено эмпирически, что наи-
лучшая сохранность спермы осетро-
вых рыб разных видов достигается 
в  бессолевых растворах, близких 
по  осмоляльности к  семенной плаз-
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ме [4]. В 2012–2016 гг. нами была раз-
работана среда  ISGT-80 с  осмоляль-
ностью, сходной с  семенной плаз-
мой стерляди. Стерлядь (Acipenser 
ruthenus) была выбрана на том осно-
вании, что осмоляльность ее семен-
ной плазмы крайне низкая даже для 
осетровых рыб — ~50–70 мосмоль/кг 
[5, 26, 28]. После хранения в  ISGT-80 
при +2…+4 оС спермы стерляди в те-
чение 6 суток подвижными после ак-
тивации становились не  менее 50% 
сперматозоидов. Доля сперматозои-
дов с поврежденной ДНК после 6 су-
ток хранения не  превышала 1,5%, 
а сперматозоидов с поврежденными 
мембранами была не  более 10% [5].  
При осеменении икры стерляди 
спермой, хранившейся 10  суток 
в  ISGT-80, частота оплодотворения 
составила не  менее 90% [6]. Анало-
гичный подход был применен нами 
для разработки экспериментальных 
растворов для гипотермического 
хранения спермы сибирского осетра 
(ISGT-105) и севрюги (ISGT-150).

Заключение
Несмотря на отдельные экспери-

ментальные достижения и прорывы, 
в настоящее время технологии гипо-
термического хранения всё еще не-
достаточно распространены в отече-
ственном осетроводстве. Еще долгое 
время будут оставаться открытыми 
наиболее острые вопросы в отно-
шении гипотермического хранения 
спермы: (1) длительность хранения, 
(2) стандартизация методов, т.е. фак-
тически предсказуемый уровень вос-
производимости, и (3) генетическая 
стабильность в результате примене-
ния технологий гипотермического 
хранения, от которой зависит разви-
тие после оплодотворения и в конеч-
ном счете — рыбоводная продукция. 
Тем не менее, хотя и эпизодические, 
но не прекращающиеся исследова-
ния как в России, так и за рубежом 
свидетельствуют о востребованности 
в осетроводстве эффективных техно-
логий гипотермического хранения 
спермы.
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