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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования. Овцеводство является одной из 

экономически выгодных и перспективных отраслей в сельском хозяйстве. 

Овцеводство развито в Дагестане, Калмыкии, Ставропольском крае, 

Астраханской области и других регионах Росиии. По состоянию на март 2016 

года, в России насчитывается 184 племенных хозяйств, специализирующихся 

на разведении овец. Из них племенных заводов - 53, племенных репродукторов 

- 112, генофондных хозяйств - 15, селекционно-генетических центров - 1, 

селекционно-гибридных центров - 3. По данным Яхьяев, Г. У. (2015), 

Фириченков, В. Е. и др. (2021), производство баранины за 5 лет увеличилось 

на 11,3 % или на 46,2 тыс. тонн, за 10 лет рост составил 35,1 % или 118,4 тыс. 

тонн.  

Баранина является источником омега-3 жирных кислот, витамина В12, 

селена и ниацина. Разведение овец обеспечивает население высококлассной 

шерстью, используемую для пошива одежды. При этом, существует несколько 

пород овец многопрофильного назначения, которые могут быть использованы 

как для производства мяса, так и для производства других продуктов. 

Например, разведение овец породы Иль-де-Франс способствует получению 

шерсти и высококачественной шерсти (Ч. А. Монгуш, 2018; В. Г. Двалишвили, 

2022).  

Как отмечают Лободин, К. А. (2015), Баймишев, Х. Б. и Баймишев, М. Х. 

(2021), Филатов, А. В. (2022), Федотов, С. В. и Авдеенко, В. С. (2022), 

Племяшов, К. В. (2024) и др., основой рентабельности любого 

животноводческого предприятия является воспроизводство. По данным 

Белобороденко А.М. и др. (2015), половая зрелость овец наступает в 6-8 

месяцев. К реализации программы разведения овец и получению приплода 

(чаще всего – 2-3 ягненка в год), как правило, приступают с 12 месячного 

возраста, используя искусственное осеменение (Карпенко, Л. Ю. и др., 2023, 

Иолчиев, Б. С. и др., 2025, Зеленевский, Н. В. и др., 2025). По данным Иванова, 

И. И. (1907), Милованова, В. К. (1962), Студенцова, А. П. с соавтор. (2020) 
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искусственное осеменение является эффективным методом вспомогательных 

репродуктивных технологий. При проведении данной технологии используют 

криоконсервацию спермы, которая позволяет сохранить генетический 

материал от высокоценного производителя (Yoshida, 2000). Сперматозоиды 

баранов-производителей высокочувствительны к различным изменениям 

температуры во время процесса замораживания-оттаивания, что негативно 

отражается на сохранности клеток. Согласно исследованиям Боруновой, С. М. 

и др. (2020), Айбазова, М. М. и др. (2021), степень повреждения зависит от 

комбинированного воздействия различных факторов, включая начальную 

температуру замерзания и скорость охлаждения, поскольку они вызывают 

образование внутриклеточного льда, что в итоге отражается на подвижности и 

целостности плазматической мембраны сперматозоидов. В частности, 

выраженные изменения некоторых показателей качества спермы в процессе 

криоконсервации были описаны разными авторами: снижение подвижности и 

жизнеспособности, а также увеличение содержания перекисного окисления 

липидов и реактивных форм кислорода (Багиров, В. А. и др., 2017; Айбазов, 

М. М. и др., 2020; Куаншкалиев, Э. Ю. и др., 2022). За последние десятилетия 

были проведены значительные исследования по разработке разбавителей 

спермы, оценке семени и ее обработке, протоколов криоконсервации, а также 

методов замораживания и оттаивания для улучшения жизнеспособности и 

повышения целостности мембраны сперматозоидов (Salamon and Maxwell 

1995a; Salamon and Maxwell, 1995b; Salamon and Maxwell, 2000; Айбазов, М. 

М. (2003); Корнеенко-Жиляева, Л. В. (2008); Назаров, М. В. и др., (2018)). В 

этой связи актуальным направлением является поиск и разработка способов, 

повышающих эффективность использования протоколов криоконсервации 

спермы баранов-производителей.  

Проводя анализ литературных данных, особый интерес вызывает 

клеточные технологии, в частности мезенхимальные стволовые клетки (МСК) 

и их производные. Мезенхимальные стволовые клетки выступают в качестве 

основополагающего компонента в активно развивающейся регенеративной 



 6 

терапии. Как отмечают Лаврик, А. А. с соавтор. (2021), Князева, Е. В. с соавтор. 

(2023), МСК могут выделять ряд биологически активных веществ, таких как 

хемокины, белки, факторы роста и цитокины, и иметь такие свойства как 

самообновление и способность к мультипотентной дифференциации.  

Учитывая данные свойства, МСК можно рассматривать в качестве компонента 

среды при криоконсервации семени баранов-производителей для повышения 

переживаемости сперматозоидов в процессе глубокой заморозки и 

длительного хранения, что повысит процент жизнеспособных и 

морфологически нормальных клеток в процессе оттаивания и 

результативность искусственного осеменения овец соответственно (Закирова, 

Е. Ю. и др., 2023). 

Степень разработанности темы. Процесс криоконсервации и его 

воздействие на качество спермы баранов-производителей отражены во многих 

работах отечественных и зарубежных авторов, отмечающих наличие 

криоповреждений, ведущих к изменению уровня фертильности семени после 

разморозки (Mokarizadeh, A. et al., 2013; Айбазов, М. М. и Мамонтова, Т. В., 

2020; Rizkallah, N. et al., 2022). В области андрологии многочисленными 

исследованиями было уставлено положительное влияние МСК на 

морфофункциональные показатели сперматозоидов разных видов животных 

(Паюшина, О. В., 2006; Zakirova, E. et al., 2023; Лыков, А. П., 2023; Tanrıkulu, 

M. D. et al., 2025). В то же время, принимая во внимание регенеративный 

потенциал МСК, их влияние на качество спермы баранов-производителей в 

качестве компонента среды для криоконсервации, остается не изученным. 

Цель и задачи исследования. Цель исследования – разработать способ 

повышения криорезистентности сперматозоидов баранов с использованием 

мезенхимальных стволовых клеток.  

Для реализации данной цели были поставлены следующие задачи: 

1. Модифицировать протокол криоконсервации спермы баранов-

производителей романовской породы;  
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2. Определить морфофункциональные особенности МСК, полученных 

из жировой ткани и костного мозга баранов; 

3. Установить протокол использования МСК и сперматозоидов баранов 

с выявлением регенеративного эффекта; 

4. Изучить влияние МСК на качественные показатели спермы баранов-

производителей до и после криоконсервации;  

5. Проанализировать использование МСК в качестве реабилитационной 

среды для замороженно-оттаянной спермы баранов. 

Научная новизна и ценность полученных материалов. Впервые 

проведены комплексные исследования по влиянию МСК на физиологические, 

морфологические и биохимические показатели качества спермы баранов-

производителей в процессе замораживания-оттаивания, подобраны протоколы 

криоконсервации семени и использования МСК. Реализованы выделение и 

дифференцировка МСК из жировой ткани и костного мозга баранов. Впервые 

были описаны длительное культивирование культур МСК овец и фиксация 

изменения в морфологии клеток на больших пассажах культивирования. 

Получены научно-обоснованные данные о влиянии секретома 

мезенхимальных стволовых клеток и их производных на заморожено-

оттаянную сперму. 

Теоретическая и практическая значимость работы. Изучение 

влияния мезенхимальных стволовых клеток на морфофункциональные 

показатели сперматозоидов баранов-производителей имеет фундаментальное 

значение как для теоретических основ андрологии, так и для практического 

применения в овцеводстве. На основании результатов проведенных научных 

исследований предложены способы повышения сохранности сперматозоидов 

в процессе криоконсервации, улучшения их морфофункциональных 

характеристик после оттаивания.  

Практическая значимость исследования обусловлена необходимостью 

минимизировать процент мертвых и деформированных, с разрушенным 

генетическим аппаратом сперматозоидов баранов, в процессе глубокой 
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заморозки и оттаивания. Модифицированный протокол криоконсервации 

спермы баранов-производителей обеспечивает повышение выживаемости 

сперматозоидов, а использование мезенхимальных стволовых клеток, 

полученных из жировой ткани и костного мозга баранов, обладают 

регенеративным действием, оказывающим влияние на структуру 

сперматозоидов, улучшая морфофункциональные показатели до и после 

криоконсервации с МСК. Предложенные протоколы могут использоваться в 

практической деятельности ветеринарного врача и являются основанием для 

внедрения в клиническую практику, а также в протоколы криоконсервации 

селекционно-генетических центов по разведению овец с целью улучшения 

результатов искусственного осеменения. Указанные в работе методы также 

способствуют созданию своего банка семени, его экспорту и отсутствию 

зависимости хозяйств от сезонности данного вида животных. 

Теоретическая ценность работы заключается в описании структуры 

сперматозоидов и функциональных характеристик, их изменений в результате 

влияния осмотического, окислительного стресса и холодового шока, влиянии 

мезенхимальных стволовых клеток. Материалы исследований могут быть 

использованы при чтении лекций и проведении практических занятий со 

студентами по дисциплине «Акушерство и биотехника размножения 

животных».  

Методология и методы исследования. Работа выполнена в период с 

2023-2026 гг. на базе ФГБОУ ВО «Санкт‐Петербургский государственный 

университет ветеринарной медицины» в научно-образовательной лаборатории 

по трансплантации эмбрионов животных. Объектом исследований служили 

половозрелые бараны романовской породы в возрасте 1,5-2,5 лет. Предметом 

исследований являлись сперматозоиды баранов-производителей, а также МСК 

и их производные. Диссертационная работа была основана на анализе научной 

литературы по данной теме, включая исследования различных авторов. В 

процессе работы использовалась классическая методология научного 

исследования, включающая создание контрольной и подопытных групп 
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животных с учетом принципа аналогичности. Основными целями было 

определение корректных протоколов криоконсервации спермы баранов-

производителей, выделения МСК из жировой ткани и костного мозга овец, 

формирование протоколов использования МСК до и после криоконсервации 

спермы баранов-производителей и изучение влияния МСК при этих процессах 

на морфофункциональные показатели сперматозоидов.  

Основные положения, выносимые на защиту: 

1. Модифицированный протокол криоконсервации спермы баранов-

производителей обеспечивает повышение выживаемости клеток; 

2. Мезенхимальные стволовые клетки (МСК), полученные из жировой 

ткани и костного мозга баранов, обладают морфофункциональными 

особенностями; 

3. МСК обладают регенеративным действием, оказывающим влияние на 

структуру сперматозоидов; 

4. МСК улучшают морфофункциональные показатели сперматозоидов 

баранов до и после криоконсервации с МСК; 

5. МСК можно использовать в качестве реабилитационной среды для 

замороженно-оттаянной спермы баранов.  

Степень достоверности и апробации результатов. Достоверность 

результатов диссертационной работы основывается на подборе аналогичных 

групп животных, использовании современных методов исследований, 

повторности оценки образцов, сравнении полученных данных. 

Статистическая обработка данных была проведена при помощи программы 

Stattech и Medstatistic «Медицинская Статистика» с вычислением показателей 

вариационного ряда и t-критерий Стьюдента. Работа выполнена в период с 

2023-2026 гг. в научно-образовательной лаборатории по трансплантации 

эмбрионов животных на базе ФГБОУ ВО «Санкт‐Петербургский 

государственный университет ветеринарной медицины». 

Результаты исследований были представлены на российских и 

международных конференциях: 13-я международная научная конференция 
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студентов, аспирантов и молодых ученых «Знания молодых для развития 

ветеринарной медицины и АПК страны» (г. Санкт-Петербург, 2024); 14-я 

международная межвузовская конференция по клинической ветеринарии (г. 

Москва, 2024); международная научно-практическая конференция (г. 

Махачкала, 2024). 

Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда № 

23-26-00157, https://rscf.ru/project/23-26-00157/ 

Публикация результатов исследований. По теме диссертационной 

работы опубликовано 11 научных трудов: в сборниках материалов 

всероссийских и международных конференций, центральных журналах и 

отдельных изданиях. Из них в рецензируемых научных изданиях, 

рекомендованных ВАК при Министерстве науки и высшего образования РФ 

для опубликования основных результатов диссертации на соискание ученой 

степени кандидата наук – 7 работ (Международный вестник ветеринарии – 2; 

Ветеринария – 3; Ветеринария и кормление – 1; Вестник Красноярского 

государственного аграрного университета – 1); в индексируемой базе 

цитирования Scopus – 1; в региональной печати – 3. 

Личный вклад. Диссертационные исследования проводились автором в 

период с 2023 по 2026 годы. Постановка цели, задач, анализ полученных 

данных и их интерпретация, осуществлялись совместно с научным 

руководителем. Личный вклад соискателя заключается в непосредственном 

проведении всех этапов диссертационного исследования: поиск и анализ 

литературных источников, применение морфологических методик 

исследования, определения и апробации актуальных протоколов 

криоконсервации и использования мезенхимальных стволовых клеток. 

Личный вклад соискателя в проведенных исследованиях и их анализе 

составляет 90%. 

Соответствие диссертации паспорту научной специальности. 

Диссертация соответствует паспорту научной специальности 4.2.1. Патология 

https://rscf.ru/project/23-26-00157/
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животных, морфология, физиология, фармакология и токсикология: пункты 2, 

13. 

Объем и структура диссертации. Диссертация изложена на 122 

страницах машинописного текста и состоит из введения, обзора литературы, 

материалов и методов исследования, результатов собственного исследования, 

выводов, практических предложений, рекомендаций и перспектив дальнейшей 

разработки темы, списка использованной литературы, включающего 77 

наименований отечественных и 184 наименований иностранных авторов. 

Работа содержит 4 таблицы и 16 рисунков. 
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Глава 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1 Строение и морфофункциональные особенности сперматозоидов 

баранов 

За последние два десятилетия возросло число исследований, касаемых 

видовых особенностей сперматозоидов разных животных. Cперматогенез 

происходит внутри зародышевого эпителия, тогда как клетки Лейдига в 

интерстициальной ткани отвечают за выработку гормонов. Гаметы баранов, 

как и сперматозоиды других млекопитающих, представляют собой 

высокоспециализированную клетку, состоящую из головки, средней части и 

хвоста (Баймишев, Х. Б., 2008). 

Головка состоит из ядра и мембраны с акросомой. Акросома крупная, 

занимает около 40–70 % площади головки. Она содержит гидролитические 

ферменты (акрозин, гиалуронидазу и лизиновую оболочку), необходимые для 

прохождения сперматозоидов через оболочки яйцеклетки в процессе 

оплодотворения (Van de Hoek, M., 2022, Габедава, М. А. и др., 2024).   

Акросомальная реакция сперматозоидов млекопитающих является 

существенным фактором оплодотворения (Юлдашбаев, Ю. А. и др., 2021). У 

баранов акросомная реакция проходит быстрее, чем у других 

сельскохозяйственных животных (Ryusaku, D., 2018). 

Ядерный материал представляет собой высококонденсированный 

хроматин, защищенный от повреждений, и имеет ограниченную способность 

к репликации или экспрессии генов из-за плотной упаковки. В сперматозоиде 

барана содержится 27 хромосом (Мамонтова, Т. В. и др., 2017). Длина и 

ширина головки составляют 7-9 мкм и 4-5 мкм. Было изучено влияние возраста 

самца на структуру верхней части половой клетки. Так, наибольшее значение 

длины головки сперматозоида было зафиксировано в самой старшей 

возрастной категории, в среднем 8,54±0,24 мкм. На втором месте находятся 

бараны среднего возраста - 7,95±0,35 мкм. За ними следуют самые молодые 

самцы со средним значением длины - 7,91±0,35 мкм. Ширина головки имела 

следующие средние значения: 4,49±0,15 мкм в самой молодой категории, 4,51 
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± 0,18 мкм в категории среднего возраста и 4,90±0,21 мкм в самой старой 

категории (Makki Khalaf Hussein A.L. Dulaimi, 2015). Также наблюдается 

сезонное изменение в размере сперматозоидов (Айбазов, А. М., 2022). Осенью 

и зимой клетки становятся больше, по сравнению с таковыми весной и летом, 

поскольку мелкий рогатый скот – сезонно-полицикличные животные (Bravo, 

J.A., 2014; Мамонтова, Т. В. и др., 2017). 

Шейка или средняя часть содержит митохондрии, которые продуцируют 

энергию для движения хвоста. В области средней части внешние плотные 

волокна окружены митохондриальной оболочкой, тогда как в основной части 

плотные волокна окружены фиброзной. Данные органеллы окружают 

аксонему, группу микротрубочек, которые проходят по всей длине просвета 

жгутика через основную и концевую части. Центральная пара и девять 

дублетов микротрубочек, которые составляют аксонему, окружены девятью 

плотными волокнами. Общее значение расположения системы микротрубочек 

жгутика заключается в том, что последовательное и скоординированное 

сокращение соседних дублетов в сочетании с закреплением дублетов и 

плотных волокон позволяет изгибать жгутик. Изгиб аксонемы является 

причиной движения хвостовой части сперматозоида и, следовательно, 

подвижности сперматозоида (Vishwanath, R., 1992). 

Что касается подвижности, процент прогрессивно подвижных клеток у 

баранов должен быть более 30 % для оценки «удовлетворительно» и более 70 

% для оценки «отлично» (Kimberling and Parsons, 2007). Скорость движения 

высокая (до 100–120 мкм/с), что связано с высокой метаболической 

активностью митохондрий. В эякуляте баранов содержится большое 

количество сперматозоидов (3–5 млрд/мл), повышая шансы оплодотворения. 

В сперме, подвергнутой холодовому или химическому шоку, часто можно 

наблюдать манежное или колебательное движение половых клеток. 

Подвижность сперматозоидов может быть снижена вне сезона размножения, 

что также указывает на сезонную полицикличность данного вида животных 

(Peter J. Chenoweth and Steven P. Lorton, 2021; Юлдашбаев, Ю. А. и др., 2021). 
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Морфология сперматозоидов баранов может зависеть от возраста, сезона 

и заболеваний репродуктивного тракта. Бараны должны иметь не менее 70 % 

нормальных сперматозоидов, чтобы их можно было отнести к 

удовлетворительным потенциальным производителям, или более 80–90 % для 

причисления к группе востребованных особей. При проведении сбора 

материала летом, можно ожидать, что процент отклонений будет выше. 

Бараны, подвергавшиеся воздействию умеренной жары, могут показывать 

незначительную степень отклонений в морфологии спермы, что тесно связано 

с низким уровнем оплодотворения и высокой частотой ранней эмбриональной 

смерти (Rathore, 1968; Skalet et al. 1988; Ибишов, Д. Ф. и Ситева, Л. Н., 2013). 

В одном исследовании было продемонстрировано, что у молодых самцов - 65 

% отклонений от нормы в начале полового созревания, которые снизились до 

12 % к 8 месяцам. Было отмечено, что некроспермия у молодых самцов чаще 

встречается весной и летом, чем осенью и зимой (Ahmad and Noakes, 1996; 

Медведев, Г. Ф. и Валюшкин, К. Д., 2010). 

Сперматозоиды баранов обладают низкой устойчивостью к понижению 

температуры и другим факторам окружающей среды, что важно для 

криоконсервации спермы. Несмотря на обширные разработки в отношении 

используемых разбавителей, модификации процессов охлаждения и 

замораживания, данная процедура все еще способна наносить значительный 

ультраструктурный, биохимический и термический ущерб, что приводит к 

снижению или изменению показателей фертильности после размораживания. 

Термическое воздействие, также известное как холодовой шок, усиливается у 

баранов из-за низкого внутримембранного соотношения холестерина к 

фосфолипидам, присутствующего в мембране половых клеток. Повреждение 

холодовым шоком может снизить подвижность и жизнеспособность 

сперматозоидов барана до 60 % после размораживания. При этом 

результативность проведения искусственного осеменения составляет 20-30% 

(Sathe, S. R., 2018). Сперматозоиды также восприимчивы к вредному 

воздействию реактивных форм кислорода в первую очередь из-за 
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значительного присутствия ненасыщенных жирных кислот в их клеточных 

мембранах. Данная форма кислорода способствует перекисному окислению 

липидов, что приводит к потере целостности мембраны и, следовательно, 

увеличению проницаемости (Pasciu, V. et al., 2023). Кроме того, сперматозоиды 

баранов особенно уязвимы к окислительным процессам, поскольку их 

клеточные мембраны содержат большое количество полиненасыщенных 

жирных кислот (ПЖК), чувствительных к перекисному окислению липидов. 

Более того, эти клетки обладают значительным количеством митохондрий, 

которые играют решающую роль в обеспечении необходимой энергии для 

моторики сперматозоидов. Однако митохондрии также являются основным 

источником реактивных форм кислорода. Данные процессы наносят 

значительный ущерб и способствуют нарушению оплодотворяющей 

способности, поскольку целостность мембраны сперматозоидов необходима 

для прохождения акросомальной реакции (Chianese, R. и Pierantoni, R., 2021; 

Гнездилова, Л. А. и др. 2020). 

Исходя из вышесказанного, сперматозоиды баранов 

высокочувствительны к влиянию окружающей среды, особенно к разнице 

температур, поскольку содержат низкое внутримембранное соотношение 

холестерина к фосфолипидам.  Также, качественные показатели спермы во 

многом зависят от возраста, сезона и различных заболеваний репроуктивной 

системы баранов. Данные факты могут быть причиной снижения 

фертильности или приводить к уменьшению процента жизнеспособных 

клеток в период инкубации и криоконсервации. Для предотвращения пагубных 

воздействий окружающей среды разработаны различные протоколы и средства 

для сохранности половых клеток перед осеменением. 

1.2 Протоколы криоконсервации спермы баранов 

Криоконсервация спермы баранов способствует генетическому 

прогрессу овцеводческой отрасли. Технология заморозки в значительной 

степени обеспечивает сохранение генетического материала и устраняет 
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географические барьеры в применении искусственного осеменения (Епишина, 

В. И. и Епишина, Т. М., 2008). 

Процесс замораживания-оттаивания делится на два метода: медленное 

замораживание и витрификация. Первый способ - постепенное удаление воды 

из клеток, а второй - мгновенное замораживание без кристаллизации. 

Поскольку криоконсервация необходима для обеспечения качественного и 

долгосрочного хранения семени, были выведены основные моменты с 

дальнейшими корректировками. 

Разработка протоколов криоконсервации является актуальным научным 

направлением. Так, известны исследования в данной области Багирова, В. А. 

(2017), Айбазова, М. М. (2020), Мамонтовой, Т. В. (2021). 

По данным National Animal Germplasm Program (NAGP) протоколы 

криоконсервации спермы баранов включает в себя следующие этапы: 1. 

образцы спермы баранов-производителей разбавляют средой до концентрации 

400×106 сперматозоидов/мл и охлаждают до + 5 °С в течение 90-120 минут; 2. 

загружают в соломинки объемом 0,5 мл; 3. замораживают. Замораживание 

возможно осуществить одним из двух способов: 

1) Замораживание в боксе: образцы помещают на штатив и 

замораживают в парах жидкого азота (на 4 см выше жидкого азота) в течение 

10 минут и погружают в жидкий азот для хранения; 

2) Замораживание с помощью морозильника: образцы замораживают с 

использованием автоматической системы для криоконсервации: от + 5 °C до -

10 °C при + 5 °C/мин.; от -10 °C до -130 °C при + 60 °C/мин., а затем погружают 

в жидкий азот для хранения. 

Оттаивание производят в течение 30 секунд на водяной бане при +37 °C 

(Purdy P., 2017). 

Айбазов, М. М. с соавтор. (2021) проводили постепенную 

криоконсервацию спермы баранов. Материал был получен от 5-ти баранов. 

Каждый образец разбавляли в соотношении 1:3. Далее была произведена 

упаковка в пайетты объемом 0,25 мл. После чего сперму эквилибрировали в 
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течение 180 мин. при + 4 °C. Соломинки замораживались в парах жидкого 

азота (T 85-95 °C). Замораживание производилось поэтапно, после чего 

соломинки размещали в гоблеты и погружали в жидкий азот (–196 °C). 

Оттаивание производили при температуре 38 °C в течение 30 секунд. 

Размороженную сперму из каждой соломинки смешивали с 0,5 мл. 

предварительно подогретого до + 35 °C физиологического раствора с рН 7,0 и 

инкубировали в термостате в течение нескольких часов. Процент 

сперматозоидов без повреждений после оттаивания в среднем составил около 

36, 9 %. При дальнейшем размораживании этот показатель уменьшался в связи 

с гибелью сперматозоидов и их структурными изменениями.  

Был создан протокол, согласно которому после разбавления сперму 

медленно охлаждают до + 5 °C в течение 1,5–2 часов, упаковывают и 

замораживают в парах жидкого азота. Окончательное разведение спермы перед 

криоконсервацией обычно составляет от 100 до 200 млн сперматозоидов/мл. 

Криопротекторы добавляют в один или два этапа (после охлаждения). 

Скорость замораживания, используемая для криоконсервации спермы мелких 

жвачных, находится в диапазоне от -10 °C до -100 °C/мин (Tibary, A. и Manarо, 

S., 2018).  

В исследовании сравниваются протоколы замораживания спермы 

баранов-производителей в парах азота с начальной низкой скоростью 

охлаждения на первом этапе, за которой следует более высокая скорость 

охлаждения с образованием кристаллов льда. Сперму, полученную от 12-ти 

взрослых баранов, разбавляли и замораживали в разведении 

100×106сперматозоидов/мл, используя три протокола заморозки. Суть первого 

состояла в трехступенчатом замедленном охлаждении; второго протокола - в 

трехступенчатом ускоренном охлаждении. В третьем протоколе 

использовалось двухступенчатое ускоренное охлаждение: от + 5 °С до -10 °С 

(5 °С/мин.), а затем от -10 °С до -130 °С (60 °С/мин.). В конце каждая проба 

помещалась в жидкий азот (-196 °С). Все замороженные образцы 

размораживали, помещая соломинки в водяную баню при 37 °С на 30 секунд. 
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Качество спермы после размораживания было снижено во всех протоколах 

(p<0,05) по сравнению со свежеполученной. Процент характеристик 

подвижности сперматозоидов после оттаивания и сперматозоидов с 

неповрежденной плазматической мембраной, неповрежденной акросомой и 

неповрежденной митохондриальной мембраной были выше при 

использовании третьего протокола, чем при первом (p<0,01) и втором (p<0,05). 

Кроме того, процент сперматозоидов с фрагментированной ДНК после 

оттаивания был ниже (p<0,05) при использовании третьего протокола по 

сравнению с первым (Diego, A., 2019). 

Было проведено исследование по сбору спермы баранов (n = 12) с 

помощью электроэякуляции. Каждую пробу разбавляли в соотношении 1:10. 

Затем проводили упаковку в соломинки (0,25 мл), помещали в штативы и 

эквилибрировали в холодильнике при 4 °С в течение 6 ч. Программа 

замораживания запускалась автоматически. После чего пары азота заполняли 

бокс для обеспечения следующего температурного профиля (+ 4 °C, −10 °C 

(120 с), −80 °C (450 с), −120 °C (100 с) и −140 °C (180 с). По истечении 

установленного времени соломинки для спермы погружали в жидкий азот (–

196 °C). Далее образцы размораживали. Согласно результатам проведенных 

исследований, данный режим криоконсервации подходит для спермы баранов-

производителей и способствует сохранению структуры половых клеток (Vozaf, 

J. et al, 2020).   

После отбора семени из придатков семенников баранов (n=25), образцы 

центрифугировали при 70000 оборотов в течение 10 минут; затем суспензия 

спермы помещалась в раствор Трис на 15 минут, и далее производилась оценка 

полученного материала. Сперма с подвижностью, равной 80 % или выше и 

общей частотой морфологической аномалии, равной 10 % или менее была 

разбавлена до конечной концентрации 250 × 106 сперматозоидов/мл. 

Разбавитель включал в себя 2,71 г. Трис, 1,4 г. лимонной кислоты и 1 г. 

фруктозы, раведенной в 100 мл. дистиллированной воды, содержащей 7 % 

глицерина и 20 % яичного желтка. Сперму с подвижностью менее 80 % и 
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общими аномалиями более 10 % также разбавляли. Материал охлаждался до 4 

°C в течение 2 часов, а затем упаковывался в соломинки объемом 0,25 мл. 

Образцы погружались в жидкий азот после того, как удерживались на 4 см 

выше температуры жидкости в течение 7 минут. Соломинки размораживали 

при 37 °C в течение 30 с. в водяной бане после замораживания не менее 4 

недель, а затем сперма была извлечена и проанализирована. Морфология 

спермы существенно не изменилась (Najafi, A. et al., 2023). 

Образцы спермы с хорошей исходной подвижностью, полученные от 

взрослых баранов, объединяли, разбавляли до 1 x 109 сперматозоидов/мл с 

помощью разбавителя Eggyolk-Test-glycerol и упаковывали в соломинки 0,25 

мл. Соломинки первой группы охлаждали в программируемом морозильнике 

от 25 °C до 5 °C со скоростью 0,15 °C в минуту с последующей выдержкой в 

течение 2 ч. для уравновешивания, соломинки второй группы медленно 

охлаждали до 5 °C и уравновешивали в течение 2 ч в холодильной камере. 

После соломинки 2-й группы также загружали в морозильную камеру для 

замораживания соломинок обеих групп одновременно от + 5 °С до –125 °С со 

скоростью 25 °С в минуту. Оттаивание проводили при + 50 °С в течение 10 

секунд. Процент подвижности, количество быстроподвижных сперматозоидов 

и сперматозоидов с нормальной акросомой были значительно (P<0,05) выше в 

1-ой группе по сравнению со 2-ой группой. Результаты показали, что 

контролируемая скорость охлаждения обеспечивает высокую 

криоустойчивость сперматозоидов в процессе криоконсервации по сравнению 

с неконтролируемой скоростью охлаждения (Kumar D. et al., 2009). 

Таким образом, сбор, оценка и подготовка спермы являются важными 

этапами в процессе криоконсерации, также как и сам протокол разморозки-

заморозки спермы. Сама процедура криоконсервации спермы баранов-

производителей представляет сложную технологию, которая характеризуется 

низкой результативностью и зависит от индивидуальных особенностей 

производителя. Актуальным протоколом криоконсервации является взятие, 

центрифугирование (режим: 7000 об/мин в течение 15 минут), последующее 
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удаление семенной плазмы, разбавление в соотношении 1:4 OptiXcell (IMV, 

Франция), охлаждение при температуре + 4 °С в течение 1,5 часов. Протокол 

заморозки: 1 шаг – 4 см над жидким азотом на 10 минут (-70 °С); 2 шаг – полное 

погружение в жидкий азот. Оттаивание спермы производилось при 

температуре + 37 °C в течение 30 сек. 

1.3 Способы повышения криоустойчивости сперматозоидов баранов 

Технология искусственного осеменения включает несколько 

преимуществ, улучшая коэффициент использования востребованных по 

генетике самцов-производителей, увеличивая результативность 

искусственного осеменения, предотвращая распространение инфекционных 

заболеваний репродуктивной системы (Кустов, В. В. и др., 2024). 

Эффективность искусственного осеменения также тесно связана с качеством 

спермы. Существует несколько факторов, влияющих на 

морфофункциональные показатели и жизнеспособность сперматозоидов, 

включая методы сохранения спермы, компоненты разбавителей, антибиотики, 

частоту сбора спермы и протоколы криоконсервации (Gil, J., 2003). 

Использование антиоксидантных соединений (глутатиона, каталазы, 

витамина E, цистеина) является одним из ведущих инструментов для 

улучшения протоколов криоконсервации спермы баранов-производителей 

(Ерохин, А. С. и др., 1996). Криоконсервация вызывает различные виды 

повреждения сперматозоидов, и многие из этих вредных эффектов вызваны 

окислительно-восстановительной дерегуляцией.  

Семенная плазма содержит как ферментативные, так и 

неферментативные антиоксиданты. Ферментативные антиоксиданты, 

обнаруженные в семенной плазме, включают: супероксиддисмутазу, каталазу 

и глутатионпероксидазу. К неэнзимным антиоксидантам, присутствующим в 

семенной плазме, относятся: витамины А и С, карнитин, глутатион и пируват. 

Данные вещества работают совместно для поддержания баланса в семенной 

среде, защищая сперматозоиды от окислительного повреждения. По этой 

причине широко используются антиоксидантные добавки в протоколах 
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заморозки-разморозки спермы для снижения уровня реактивных форм 

кислорода и для уравновешивания окислительно-восстановительного статуса 

(Кудинова, С. П., 2015; Eidan, S. M., 2016; Kameni, S. L. et al., 2021). 

Был проведен мультипараметрический анализ некоторых 

антиоксидантов (кроцин, глутатион и тролокс), зафиксировано положительное 

влияние антиоксидантной терапии на жизнеспособность спермы. Так, при 

добавлении тролокса улучшалась фертильность спермы баранов-

производителей (Marta F. Riesco et al., 2021). 

Витамин Е является эффективным антиоксидантом. Регенерация 

радикалов витамина Е до их активной формы облегчается присутствием 

витамина С или убихинола. Данные антиоксиданты, включая витамин С, Е и 

убихинол, признаны цепными антиоксидантами, эффективно нейтрализуя 

липидные пероксидные и алкильные радикалы. Неблагоприятное воздействие 

на подвижность и жизнеспособность спермы, вызванное реактивными 

формами кислорода во время процессов криоконсервации и размораживания 

спермы, может быть снижено с помощью добавок витамина Е в разбавителях. 

Предполагается, что оптимальная дозировка составляет 10 ммоль/л, как 

указано в различных исследованиях (Гущин, А. И. и Копылов, С. Н., 2014; 

Berean, D.I. et al, 2024). 

Внутриклеточная кристаллизация льда в процессе замораживания 

является основной причиной повреждения клеток. Глицерин широко 

применяется для криоконсервации сперматозоидов. Тем не менее, глицерин, 

при использовании в высоких концентрациях, имеет некоторые токсические 

эффекты, а также может способствовать наибольшему осмотическому 

повреждению плазматической мембраны, поскольку его проницаемость через 

плазматическую мембрану спермы намного ниже, чем у многих других 

криопротекторов (Awad, M. M., 2011; Alcay, S. et al., 2016; Озтерклер, Й. и Ари, 

У. Ц., 2017). Кроме того, низкомолекулярные криопротекторы, такие как 

диметилсульфоксид, этиленгликоль и пропандиол могут наносить меньшее 

повреждение, так как они легче уравновешиваются через мембрану, чем 
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глицерин, и, следовательно, вызывают гораздо меньше повреждений, чем 

глицерин (Moore, et al., 2006; Awad, M. M., 2011; Silva, et al., 2012). 

Яичный желток используется в непроникающих криопротекторах, 

которые успешно защищают морфофункциональные характеристики 

сперматозоидов (подвижность, жизнеспособность и целостность акросомы) 

после размораживания, в то время как глицерин является наиболее часто 

используемым проникающим криопротектором (Rekha A. et al., 2015, 2016). В 

глицерине концентрация, обеспечивающая наилучшую выживаемость после 

оттаивания, составляет от 3 % до 7 %, в то время как в яичном желтке она 

составляет от 5 % до 20 % (Anel, L. et al., 2003). 

В Норвегии и Швеции стандартный протокол криоконсервации спермы 

барана состоит из двухэтапного метода разбавления. Сначала сперму 

разбавляют средой без глицерина (фракция 1) и охлаждают до 5 °C, затем 

дополнительно разбавляют 1:1 разбавителем (фракция 2) с концентрацией 

глицерина 14 %, что дает конечную концентрацию 7 %. Ее уравновешивают в 

течение 2-х часов, центрифугируют для повторного концентрирования спермы 

до 200 × 106 сперматозоидов/доза, упаковывают в мини-соломинки по 0,25 мл 

и, наконец, замораживают (Gil, J., 2003). 

В другом исследовании было доказано отрицательное влияние 6 % 

диметилсульфоксида на морфофункциональные параметры спермы после 

оттаивания и эмбриональное развитие плодов.  При этом, этиленгликоль и 

пропандиол оказали успешное протективное действие на акросомную 

целостность и сохранность ДНК. Глицерин обеспечивал лучшую 

криопротекцию подвижности сперматозоидов и целостности плазматической 

мембраны (Alcay, S. et al., 2016). 

Действие двух криопротекторов (глицерин, этиленгликоль) и 

комбинаций криопротекантов/трегалозы на замороженные-размороженные 

сперматозоиды было исследовано на ультраструктурном уровне. Для данной 

цели эякуляты, собранные от баранов, были объеденены и разбавлены средой 

на основе Триса, содержащей добавки, включая 5,0 % глицерин, 3,0 % 



 23 

глицерин +60 мМ трегалозы, 1,5 % глицерина +100 мМ трегалозы, 5,0 % 

этиленгликоля, 3,0 % этиленгликоля +60 мМ трегалозы и 1,5 % этиленгликоля 

+100 мМ трегалозы. Количество неповрежденных сперматозоидов в группах, 

содержащих 5,0 % этиленгликоля и 1,5 % этиленгликоля +100 мМ трегалозы, 

было выше, чем в других группах (p<0,05). В результате было высказано 

предположение, что группы из 5,0 % этиленгликоля и 1,5 % этиленгликоля 

+100 мМ трегалозы обеспечили самую высокую защиту ультраструктурной 

морфологии замороженных-размороженных сперматозоидов баранов по 

сравнению с другими группами (Keskin, N., 2020).  

Образцы (n=16) от четырех баранов были разбавлены средой Трис с 

добавлением желтка, также в составе: глицерин (5 %), этиленгликоль (3 % или 

5 %) или ацетамид (3 % или 5 %); и заморожены при -196 °C. После оттаивания 

прогрессивная подвижность сперматозоидов была выше (P<0,05) при 

криоконсервации с глицерином 5 % и этиленгликолем (3 % или 5 %), чем при 

ацетамиде (3 % или 5 %). Целостность акросомы была выше (P<0,05) с 

этиленгликолем 5 %, чем ацетамидом (3 % или 5 %). Процент сперматозоидов 

без окислительного стресса был больше (P<0,05) с этиленгликолем (3 % или 5 

%), чем с ацетамидом (3 % или 5 %). Целостность плазматической мембраны 

была выше с глицерином 5 % (P<0,05), чем с другими криопротекторами. 

Таким образом, можно сделать вывод, что глицерин 5 % и этиленгликоль (3 % 

или 5 %) защищают сперматозоиды от вредных последствий замерзания, а 

также, что глицерин 5 % обеспечивает большую защиту плазматической 

мембраны спермы (Silva, et al., 2012). 

Центрифугирование спермы является распространенной процедурой 

обработки эякулята в процессе предподготовки перед криоконсервацией и 

искусственным осеменением и в других вспомогательных репродуктивных 

технологиях. При этом, важен протокол центрифугирования, поскольку данная 

процедура может пагубно воздействовать на функцию сперматозоидов 

баранов при использовании высоких скоростей.  В одном исследовании 

провели три эксперимента на тему влияния цетрифугирования.  В первом 



 24 

оценивалось влияние процедуры центрифугирования с двумя разбавителями 

(INRA 96 и Tyrode's) и двух протоколов охлаждения (быстрое и медленное 

охлаждение от − 35 °C до 15 °C) на качество сперматозоидов (подвижность, 

жизнеспособность, апоптоз и митохондриальная активность). Комбинация 

INRA 96 с медленным охлаждением и Tyrode's при комнатной температуре 

показала самые высокие значения качества сперматозоидов (P≤0,05). В 

эксперименте 2 оценивалось влияние трех центробежных сил (600, 1200 и 6000 

x g в течение десяти минут) непосредственно после центрифугирования на 

технические характеристики и функциональность сперматозоидов в 

разбавленных образцах с INRA 96 и раствором Тирода в условиях, 

установленных в эксперименте 1. Наименьший вес осадка (P≤0,05) без 

вредного воздействия на физиологическое состояние сперматозоидов (P>0,05) 

был достигнут при 1200 x g, поскольку 6000 x g вызывало ухудшение 

подвижности сперматозоидов (P≤0,05) при использовании обоих 

растворителей. Наконец, в эксперименте 3 было проведено комбинированное 

исследование in vitro и in vivo влияния этих трех центробежных сил на качество 

спермы баранов после разбавления (INRA 96) и хранения в жидкой среде (от 

шести до восьми часов при 15 °C). Повреждение подвижности 

сперматозоидов, вызванное центрифугированием при 6000 x g (P ≤ 0,05), 

сохранялось с течением времени, что совпадало со снижением фертильности 

(P ≤ 0,05). В заключение, половые клетки могут быть отцентрифугированы с 

разбавителем INRA 96 1200 × g в течение 10 минут при 15 °C в качестве 

безопасных значений с высокими темпами восстановления и без негативного 

воздействия на качество и фертильность спермы (Neila-Montero M. et al., 2022).  

Более низкие скорости центрифугирования предпочтительнее высоким. 

Например, центрифугированиес 800 - 1000 × g в течение 10–15 минут при 15-

20 °C, поскольку более высокие скорости (>1200 × g) приводят к 

механическому повреждению акросомы и хвостов сперматозоидов. 

Длительное центрифугирование (>20 мин) снижает подвижность, а повторное 

центрифугирование увеличивает окислительный. После центрифугирования 
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семенная плазма аккуратно удаляется, оставляя осадок сперматозоидов, 

поскольку она содержит протеазы и ферменты, которые могут повреждать 

половые клетки при длительном хранении (Корочкина, Е. А., 2025).  

На переживаемость сперматозоидов во время криоконсервации также 

влияет скорость замерзания и оттаивания. Чтобы свести к минимуму 

криотравмы, такие как нарушение структуры плазматической мембраны и 

ДНК, вызванные значительным внутриклеточным образованием льда, а также 

изменениями внутриклеточного рН и ионного состава, необходимо определить 

соответствующую скорость охлаждения (Saha, A. et a., 2022). 

Быстрое охлаждение спермы от 30 до 40 °C вызывает повреждение 

«холодным шоком». Изменения температуры во время охлаждения вызывают 

нагрузку на мембрану сперматозоидов, вызывая фазовые сдвиги липидов и 

изменение функционального состояния мембраны. Известно, что температура 

от 5 °C до −15 °C вызывает значительное повреждение. Соответствующая 

скорость замораживания для минимизации внутриклеточного образования 

кристаллов льда должна быть достаточно медленной, чтобы позволить воде 

покинуть клетки, но достаточно быстрой, чтобы предотвратить сильное 

обезвоживание клеток.  

Для предотвращения холодного шока сперматозоидов, первоначальное 

разбавление спермы охлаждают до 5 °C в течение нескольких часов (1,5 - 2,0) 

путем постепенного добавления разбавителей, смешивания их и поддержания 

смеси близкой к температуре тела (Chaveiro, A. et al., 2006; Shipley, C. F. B. et 

al., 2007). 

Перед тем, как подвергать клетки гиперосмотическим условиям, 

вызванным обезвоживанием, скорость охлаждения должна быть достаточно 

медленной, чтобы обеспечить достаточное клеточное обезвоживание, и все 

еще достаточно быстрой, чтобы заморозить оставшуюся внутриклеточную 

жидкость (Medeiros, C. M. O. et al., 2002). 

Для достижения высокого уровня фертильности с наименьшим 

количеством спермы образец должен быть надлежащим образом разбавлен. 
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Разбавитель должен иметь максимальную растворимость в воде и 

минимальную растворимость во всех других средах, с низкой концентрацией 

буфера, низкотемпературным эффектом, качественно поведенными 

катионными взаимодействиями, более высокими ионными силами и 

химической стабильностью. Среди комбинаций разбавления, Tris - среды 

рекомендуются для рутинного использования для криоконсервации спермы 

баранов (Azizunnesa, A. et al., 2014; Rekha, A. et al., 2016). 

Во избежание риска микробиологического загрязнения, многие 

исследователи используют соевый лецитин вместо яичного желтка в 

разбавителях (Forouzanfar, M., 2010). 

Добавление трегалозы или раффиноза повышает его криопротекторную 

активность. Bioxcell (на основе соевого лецитина) и AndroMed являются 

коммерческими разбавителями, используемыми для замораживания спермы. 

Основой является среда Tris, а также фосфолипиды, лимонная кислота, 

углеводы, антиоксиданты и глицерин (Fukui, Y. et al., 2008). 

Любые изменения в протоколах или составе разбавителей могут 

повлиять на качество спермы после разморозки. Основными способами 

повышения криоустойчивости спермы баранов-производителей является 

применение антиоксидантных соединений, определение скорости охлаждения, 

центрифугирование и удаление семенной жидкости, поэтапная заморозка, 

использование криопротекторных сред. Разработка новых протоколов 

криоконсервации и методов оценки криоконсервированной спермы баранов-

производителей увеличит процент выживаемости половых клеток.  

1.4 Биологические основы мультипотентных мезенхимальных 

стволовых клеток и их производных 

За последние несколько лет был получен большой объем информации о 

типах стволовых клеток, их биологической природе, поведении in vitro и in vivo 

и потенциальном применении в исследованиях и терапии (Гуляева, Т. А., 2022). 

МСК являются важным компонентом регенеративной медицины. Это 

можно объяснить их разнообразными и многочисленными доступными 
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источниками, а также простотой процедур изоляции. Данные клетки 

устойчивы к воздействию физических и химических факторов с отсутствием 

возникновения пороков развития и функциональными аномалиями и несут 

ограниченные этические проблемы (Zuk et al., 2001; Сабурина, И. Н. и др., 

2015; Cardoso et al., 2017; Таюрский, М. С. и Мантатова, Н. В., 2024). 

Дополнительные характеристики, такие как способность корректировать 

работу иммунной системы и обеспечивать противовоспалительный ответ, тем 

самым восстанавливая ткань без образования рубцов, делают их более 

подходящими для регенеративной медицины (Zuk et al., 2001; Stewart and 

Stewart 2011; Gugjoo et al., 2019; Алексеев, К. Д. и Пименов, Н. В., 2022). 

Однако МСК имеют ограниченную продолжительность жизни в культуре, и 

после определенных от числа пассажей культуры, эти клетки становятся 

стареющими (Caplan 2012; Шафигуллина, С. Д., 2025). Даже при имплантации 

in vivo МСК выживают только в течение определенного периода (от 

нескольких часов до 90 дней) (Guest et al., 2010; McDuffee et al., 2012).  

Основные свойства, представленные самообновлением и 

дифференциацией МСК, плохо изучены и даже подвергались сомнению. 

Только несколько генов поддерживают маркеры самообновления и 

дифференциации МСК. До сих пор не было определено ни одного ключевого 

фактора транскрипции для МСК, в отличие от плюрипотентных генов, таких 

как Oct4, Nanog и Sox2, которые приписываются эмбриональным стволовым 

клеткам. Несколько высокоэкспрессируемых генов, включая девять факторов 

транскрипции в недифференцированных МСК, были обнаружены после 

сравнения недифференцированных и трехлинейных дифференцированных 

МСК. Однако индивидуальное подавление таких генов могло лишь частично 

снизить пролиферацию клеток или их дифференциацию (Kubo et al., 2009; 

Савченкова, И. П. и Гулюкин, М. И., 2011).  

Существует определенная специфика МСК: 
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1. Клеточная гетерогенность в отношении вида, возраста, источников, 

условий культивирования и количества пассажей культуры (Mareddy et al., 

2010; Menicanin et al., 2010);  

2. МСК имеют конечную продолжительность жизни культуры, 

характеризующуюся старением после определенного числа пассажей. МСК 

демонстрируют морфологические аномалии, ослабленную экспрессию 

специфических поверхностных маркеров, сниженный потенциал 

дифференциации и остановку пролиферации (Baxter et al., 2004; Wagner et al., 

2008; Liu, M. 2013);  

3. Плохое понимание микросреды, которая контролирует особенности 

МСК. Необходимо изучить влияние окружающей среды. Среди различных 

изученных влияний можно отметить гипоксию (Drela et al., 2014; Hu et al., 

2014; Fotia et al., 2015), доступный внеклеточный матрикс (ECM) (Xiong et al., 

2015; Wong et al., 2017), механические и гуморальные факторы роста 

(Terraciano et al., 2007; Bottagisio et al., 2015; Hu, 2015). 

Свойство самообновления позволяет восстанавливать поврежденные 

клетки или производить замену нефункционирующих. Данная особенность 

стволовой клетки отличает ее от клетки-предшественника, поскольку 

последняя, хотя и способна дифференцироваться, но не способна к 

самообновлению. Самообновление МСК происходит посредством 

симметричных или асимметричных делений. Благодаря симметричным 

делениям родительская клетка способна производить идентичные копии, то 

есть дочерняя клетка копирует весь геном. При асимметричных делениях две 

клетки будут различны по форме и составу (Wilson и Trumpp 2006; Осипова, 

Н. И., 2006; He et al., 2009).   

При различиях окружающей среды материнская клетка подвергается 

воздействию множественных факторов, что изначально приводит к 

симметричному делению, производящему идентичные копии. Затем одна из 

дочерних стволовых клеток подвергается асимметричному делению, 

генерируя неидентичные клетки для выполнения тканеспецифической 
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функции (Spradling et al., 2001; Ohlstein et al., 2004). Этот процесс известен как 

дифференциация и регулируется микросредой. Факторы роста и цитокины, 

такие как IGF-1, TGF-β1, BMP-1 и т. д., могут способствовать пролиферации 

стволовых клеток или их ингибированию (Fuchs et al., 2004; Potten et al., 2009; 

Spees et al., 2016). Микросреда, как правило, играет существенную роль в 

поддержании свойства самообновления стволовых клеток (Xie и Spradling, 

2000; Mackenzie и Flake, 2001; Li и Neaves, 2006; Lilly et al., 2011). 

Потенциал самообновления варьируется в зависимости от типа МСК. В 

питательной среде эмбриональные стволовые клетки способны 

самообновляться почти бесконечно, в то время как другие МСК 

самообновляются только в течение нескольких поколений. Механизм, 

лежащий в основе данного свойства, все еще неоднозначен. Одним из 

описанных механизмов является наличие и влияние теломеразы, фермента, 

необходимого для поддержания участков ДНК на концах хромосом путем 

предотвращения накопления повреждений ДНК из-за репликации (Greenwood 

и Lansdorp, 2003). Было замечено, что отсутствие теломеразы снижает 

способность гемопоэтических стволовых клеток, незрелых клеток костного 

мозга, (ГСК) к самообновлению (Allsopp et al., 2003a, b).  

Способность к дифференциации разных типов стволовых клеток также 

варьируется. К примеру, эмбриональная стволовая клетка способна дать 

начало всем типам клеток трех зародышевых слоев, в то время как взрослые 

стволовые клетки обычно имеют ограниченный потенциал в данном аспекте. 

Недавние исследования показали расширение возможности дифференциации 

взрослых стволовых клеток. Дифференцировка МСК, ранее ограниченная 

остеогенными, хондрогенными и адипогенными линиями, как было изучено, 

распространяется и на другие линии, такие как миоцито-

кардиомиоцитоподобные клетки (Vieira et al., 2010; Wang et al., 2018), клетки 

нервной системы (Yan et al., 2015; Kriston-Pál et al.,, 2017; Li et al., 2017; Zhang 

et al., 2019), клетки, подобные зародышевым (Ghasemzadeh-Hasankolaei et al., 

2014), и другие. Это явление известно как трансдифференциация. Таким 
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образом, дифференциация стволовых клеток изменчива в зависимости от 

воздействия и состава микросреды (Pelagalli et al., 2018). 

МСК способны управлять работой иммунной системы и обеспечивать 

противовоспалительную активность (Kim et al., 2010; Carrade et al., 2012). 

Данные клетки не вызывают аллогенной реакции, поскольку они 

гипоиммуногенны и часто лишены главного комплекса гистосовместимости 

(MHC)-II. Они предотвращают выработку Т-клеток посредством изменения 

функционального состояния дендритных клеток и нарушения работы клеток-

киллеров (Wang et al., 2009). МСК способны дополнительно модулировать 

функцию CD8+ (цитотоксических) и CD4+ (хелперы) Т-клеток, приводя к 

снижению их активности, пролифирации и дифференцировки. Клетки 

взаимодействуют с лимфоцитами CD4+ и CD8+ и при активации 

провоспалительных медиаторов производят факторы, которые приводят к 

снижению воспаления (Singer и Caplan, 2011). Подавление активации и 

пролиферации Т-клеток также может быть вызвано снижением появления 

специфических белков (маркеров активации) на поверхности лимфоцитов, 

таких как CD25, CD38 и CD69. Данное свойство МСК является 

иммунносупрессивным, используемым в регуляции воспаления (Berner et al., 

2013; Gugjoo et al., 2020). 

Механизм миграции стволовых клеток и их фиксация в тканях - 

свойства, которые объясняют основу активности стволовых клеток в местах за 

пределами их среды имплантации или исходного местоположения Mackenzie 

и Flake, 2001). Способность МСК мигрировать может быть обусловлена 

гуморальными факторами в дополнение к другим неизученным механизмам 

(Kode et al., 2009; Guest et al., 2010; McDuffee et al., 2012). Мобилизация МСК 

активируется путем снижения регуляции их адгезивных молекул посредством 

высвобождения цитокинов и/или хемокинов (Liu et al., 2009). Существуют 

различные факторы, способствующие перемещению МСК, такие как белок 

матриксной металлопротеиназы (ММП)-9, хемокин (CXCL12) (подсемейство 

C-X-C) и его рецептор CXCR4 (Hristov и Weber, 2009). Значительное 
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выделение инсулиноподобного фактора роста 1 (IGF-1) МСК может вызывать 

их депонирование через активацию SDF-1α (Haider et al., 2008). В дополнение 

к SDF-1α МСК могут внеклеточно высвобождать белок высокой подвижности 

(HMGB1) после их активации через воздействие воспалительных цитокинов 

или некроз клеток. Этот белок действует как хемоаттрактант для МСК 

(Palumbo и Bianchi, 2004; Chavakis et al., 2007). Активация фибробластов, 

вызванная травмой или ишемией, приводит к увеличению скорости миграции 

и инвазии МСК. В данном механизме участвуют два важных компонента, такие 

как основной фактор роста фибробластов (bFGF) и эпителиальный нейтрофил-

активирующий пептид-78 (ENA-78 или CXCL5) (Nedeau et al., 2008).   

Перемещение включает в себя миграцию МСК в кровеносные сосуды, 

адгезию эндотелиальных клеток на поверхности, трансэндотелиальную 

миграцию, экстравазацию и, в конечном итоге, их перемещение через тканевой 

матрикс к пораженной области (Zhuge et al., 2010). Стволовые клетки имеют 

многочисленные поверхностные рецепторы и выделяют молекулы клеточной 

адгезии, подобные лейкоцитам, которые способствуют миграции и фиксации 

клеток (Luster et al., 2005; Ley et al., 2007). Рецепторы включают интегрины, 

селектины, молекулы клеточной адгезии (CAM) и хемокиновые рецепторы. 

Считается, что P-селектин, молекула клеточной адгезии, участвует в 

транспорте МСК, что замедляет их движение и позволяет им прилипать к 

эндотелию (Ruster et al., 2006). Другие различные молекулы адгезии, которые 

косвенно взаимодействуют с эндотелиальными клетками, включают 

интегрины, такие как α1 до α5 и β1 до β4, и CAM, такие как VCAM-1 до ICAM-

3, ALCAM и CD105 (Krampera et al., 2006). Данные структуры адгезии 

экспрессируются на МСК и/или эндотелиальных клетках. CD44 считается 

ключевым фактором для миграции МСК из костного мозга, поскольку он 

перемещает их к кости через взаимодействие E-селектина, поддерживаемого 

сосудистой сетью костного мозга (Sackstein et al., 2008). Роль гипоксии в 

возвращении стволовых клеток требует тщательного изучения, поскольку 

гипоксия активирует мононуклеарные клетки периферической крови (Hopper 
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et al., 2015). Все эти исследования показывают, что активное воспаление 

является основным фактором, участвующим в управлении миграцией и 

возвращением МСК. 

Клеточная терапия применяется в самых разных областях, и было 

признано, что ее терапевтический эффект зависит от факторов, выделяемых 

клетками. Помимо самих МСК в ветеринарии могут быть использованы их 

компоненты (Ratajezak et al., 2011). Лизат МСК содержит различные 

биологически активные молекулы, включая факторы роста, цитокины, 

хемокины и другие белки, которые обычно выделяются из клеток. Считается, 

что данные молекулы ответственны за терапевтический эффект МСК.  

В последнее время бесклеточная терапия, такая как кондиционированная 

среда, оценивается как альтернатива МСК. В данной среде происходит 

накопление секретома МСК в процессе культивирования, богатого 

различными факторами роста, белками, цитокинами, хемокинами. Они 

участвуют в местных иммунных реакциях и определяют судьбу клеток-

мишеней. Считается, что кондиционированная среда богата факторами роста, 

способствующими заживлению, такими как IGF-1, и факторами, которые 

ингибируют деградацию матрикса, такими как ингибиторы тканей MMP 

(Zhangfan et al., 2021). 

Таким образом, мезенхимные стволовые клетки - мультипотентные 

стромальные клетки, способные дифференцироваться в различные типы 

клеток. Они могут быть выделены из различных тканей животных. МСК 

характеризуются высокой пролиферативной способностью, 

дифференцировкой, продуцируют широкий спектр биологически активных 

молекул, способны мигрировать в зону повреждения органов и тканей, 

оказывают иммуносупрессивное и регенеративное действие. 

1.5 Методы выделения, накопления и криоконсервации мезенхимальных 

стволовых клеток 

МСК возможно культивировать из костного мозга, жировой ткани, 

пуповины различными методами, включая классический метод и метод 
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градиента плотности. Используемые растворы градиента плотности - перколл 

(коллоидный раствор частиц кремния, плотность 1,084–1,088) и фиколл 

(раствор полисахарида; плотность 1,077) (Colleoni et al., 2009; Gugjoo et al., 

2015; Потапнев, М. П., 2021; Долганова, О. М., 2021). После 

центрифугирования костного мозга надосадочная жидкость аспирируется, а 

полученный из него осадок промывается фосфатным буферным раствором 

(PBS) с последующим добавлением питательной среды в культуральную колбу. 

При использовании градиентного центрифугирования, фракцию МСК 

получают из костного мозга после добавления растворов градиента плотности 

и центрифугирования. Классический метод базируется на использовании 

свойства МСК - адгезии к пластику (пластиковые чашки для культивирования) 

без какого-либо разделения (Arnhold et al., 2007; Семченко, В. В. и др. 2024). 

Большинство исследований в настоящее время проводятся по протоколу 

центрифугирования в градиенте плотности (Bieback et al., 2008) 

МСК из твердых тканей, например, жировой, обычно получают либо с 

помощью эксплантной культуры, либо с помощью протокола воздействия 

ферментами (Долганова, О. М., 2021). Метод эксплантной культуры является 

одним из самых ранних способов, в котором полноценно промытая и 

механически разделенная ткань (кусочки ткани размером менее нескольких 

миллиметров лучше пропускают газ и питательные вещества к клеткам) 

непосредственно помещается в культуральную колбу, содержащую 

питательную среду. Меньшая фракция МСК выходит из более мелких кусочков 

ткани и прилипает к поверхности чашки для культивирования. Остаточные 

кусочки смываются после видимого прикрепления клеток. В ферментативном 

протоколе выполняется дополнительный этап добавления ферментного 

раствора, такого как коллагеназа, для разрушения внеклеточного матрикса 

(ECM). Материал хранится в инкубаторе с шейкером для надлежащего 

расщепления (Квачева, З. Б., 2019). Полученная фракция SVF (стромально-

васкулярная фракция) или MNC (фракция мононуклеарных клеток), 

полученная после центрифугирования, переносится в чашки для 
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культивирования, содержащие питательную среду (Маклакова, И. Ю. и др., 

2015; Гатиатулина, Е. Р. И др., 2019). Культуральные колбы или планшеты 

инкубируются при температуре 37 °C с 5 % углекислого газа и во влажных 

условиях. Клетки собирают после достижения 70–80 % покрытой клетками 

площади в колбах (Gugjoo et al., 2015; Сергеев, М. А. и др., 2021; Павлов, С. А. 

и Данилова, К. И., 2022). 

Сравнение ферментативного метода с методом эксплантатов показало, 

что последний обеспечивает небольшую гетерогенную популяцию клеток, 

которая демонстрирует более высокие скорости пролиферации и лучшую 

жизнеспособность (Salehinejad et al., 2012; Hilkens et al., 2013; Yoon et al., 2013; 

Семченко, В. В. и др. 2024). Методы эксплантатов сохраняют кусочки ткани 

нетронутыми, а их внеклеточный матрикс не распадается, и, таким образом, 

клетки могут оставаться защищенными от протеолитического действия и 

механического стресса (Hendijani, 2017). Высвобождение цитокинов и 

факторов роста из ткани может дополнительно обеспечивать стимуляцию 

роста клеток (Jing et al., 2011; Shah et al., 2013). В ферментативных методах тип 

фермента и его концентрация играют важную роль в жизнеспособности клеток 

(Can и Karahuseyinoglu, 2007). Для увеличения количества и улучшения 

качества клеток можно использовать комбинацию ферментативного метода и 

механической диссоциации (Tong et al., 2011; Павлов, В. Н. и др., 2021).  

Посев МСК осуществляется непосредственно в пластиковые 

чашки/колбы для культивирования, заполненные ростовой средой. Это связано 

с их характерным свойством пластиковой адгезии. МСК разрастаются и 

распространяются в ростовой среде в культуральных колбах. Ростовая среда 

включает субстрат или базальную среду, сыворотку плода крупного рогатого 

скота (FBS), антибиотики и/или антимикотики. Обычно, используемой 

базальной культуральной средой для культивирования МСК является 

модифицированная среда Игла Дульбекко (DMEM) или среда Альфа-МЕМ 

(Шаманская, Т. В. и др. 2010; Sampaio et al., 2015). Также используются другие 

среды, такие как TCM199/DMEM (1:1) (Colleoni et al., 2005), среда Mesencult 
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(Hepsibha et al., 2011) и среда Aminomax-II (da Silva et al., 2016). Большинство 

клеток, которые не обладают свойствами пластической адгезии (включая 

гемопоэтические клетки), удаляются после переливания исходной 

культуральной среды. После достижения 70-80 % покрытия поверхности 

субстрата клетками, примерно через 10-14 дней клетки отделяют различными 

ферментами, такими как трипсин, трипсин-этилендиаминтетрауксусная 

кислота (трипсин-ЭДТА), коллагеназа I (Arnhold et al., 2007; Повещенко, О. В. 

и др., 2008, Li et al., 2015a) и пассажируются для дальнейшей пролиферации 

(Сабурина, И. Н. и др., 2015). 

Фетальная бычья сыворотка (FBS) является одной из наиболее часто 

используемых дополнительных сред для культивирования МСК (Vidal et al., 

2008; Toupadakis et al., 2010; Gugjoo et al., 2015). FBS применяется в 

концентрации от 5 % до 25 %. FBS содержит питательные вещества, гормоны 

или факторы роста, белки плазмы клеточной адгезии для клеточного роста и 

пролиферации (Повещенко, О. В. и др., 2008; Seo et al., 2013). FBS, 

соответствующая требованиям надлежащей производтвенной практики 

(GMP), доступна и используется для получения МСК клинического уровня (Li 

et al., 2015a). Среди различных альтернатив FBS сущетсвуют аутологичная 

сыворотка, аллогенная сыворотка, лизат тромбоцитов (Повещенко О. В. и др., 

2008; Toupadakis et al., 2010; Schwarz et al., 2012; Bieback 2013) и коммерчески 

доступные заменители сыворотки (Schwarz et al., 2012). Данные 

альтернативные субстраты не способны обеспечить последовательную 

адгезию МСК, формирование корректной морфологии, паттерны роста 

(Schubert et al., 2018), скорость пролиферации (Schwarz с соавтор., 2012; Glynn 

et al., 2013) и иммуномодулирующие свойства (Шаманская, Т. В. и др. 2010; 

Russell et al., 2015; Clark с соавтор., 2016; Enciso et al., 2018). 

В отсутствие сыворотки применение различных факторов роста или 

гуморальных факторов, таких как бычий фактор роста фибробластов (bFGF), 

эпидермальный фактор роста (EGF), тромбоцитарный фактор роста (PDGF), 

фактор роста фибробластов-2 (FGF-2), инсулиновый фактор роста -1 (IGF-1) и 
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наиболее существенно трансформирующий фактор роста-α (TGF-α), 

поддерживают пролиферацию МСК, особенно МСК баранов и быков (Mccarty 

с соавтор., 2009; Lu et al., 2014a, b). Совместное использование данных 

факторов роста также может влиять на пролиферацию, миграцию и инвазию 

МСК. 

Классический метод культивирования МСК сложен, имеет низкую 

воспроизводимость, создает возможность контаминации и, прежде всего, 

менее экономичен для крупномасштабного расширения. Для 

минимизирования вероятности загрязнения и снижения стоимости, 

разработаны различные модификации протоколов. Альтернативой 

традиционной системы является биореактор с перемешиванием суспензии для 

расширения культуры МСК. Он может компенсировать ограничения, обычно 

связанные с традиционными методами. Так, популяция клеток может быть 

получена за более короткое время при меньших затратах (Roberts et al., 2019). 

Среди различных факторов выбор микроносителя имеет решающее значение 

(Радаева, И. Ф. и др., 2019). Микроноситель действует как поверхность для 

прикрепления и роста клеток. Коммерчески производимые микроносители для 

культивирования МСК бывают пористыми или непористыми из различных 

материалов (Petry et al., 2016; Rafiq et al., 2016). Такие характеристики 

микроносителей, как состав, пористость, топография и поверхностный заряд, 

определяют качество прикрепления клеток (Martin et al., 2011). 

МСК могут быть использованы в качестве аллогенной терапии и, как 

таковые, могут храниться для будущего использования и транспортировки. 

Клетки могут быть пересажены со вспомогательной средой, например, с 

фосфатно-солевым буфером (PBS), в то время как другие вспомогательные 

среды, например, аспират костного мозга, плазма, сыворотка и криогенная 

среда, должны быть удалены до имплантации клеток in vivo. При более 

коротком сроке хранения (9-12 ч) вспомогательные биологические среды не 

имеют видимых преимуществ в процессе поддержания жизнеспособности 

МСК по сравнению со вспомогательным веществом (Bronzini et al., 2012). 
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Было показано, что вспомогательные биологические среды сохраняют 

жизнеспособность клеток в течение 24 ч, и к 72 ч этот показатель снижается 

до 25 % - 78 %. Криогенная среда поддерживает жизнеспособность клеток 

лучше, чем биологические жидкости. Криогенное хранение МСК в различных 

средах, таких как сыворотка, диметилсульфоксид (ДМСО) и FBS, 

обеспечивало удовлетворительную жизнеспособность клеток после 

размораживания (80–90 %) (Mitchell et al., 2015; Garvican et al., 2016). 

Криоконсервация клеток достигается быстрой или медленной скоростью 

замораживания. Во время данного процесса проводятся различные этапы для 

избежания дегидратации и повреждения клеток. Во время быстрой скорости 

замораживания дисбаланс растворенных веществ и электролитов может 

нанести ущерб, вместе с тем во время медленного процесса замораживания 

внутри- и внеклеточное образование кристаллов льда может оказать 

неблагоприятное воздействие на жизнеспособность клеток. Для 

предотвращения повреждения во время процесса добавляется криопротектор 

для снижения общей температуры замерзания (Пинчук, С. В. и др., 2017). 

Объединенная смесь клеток, среды и криопротектора, создает систему, которая 

имеет более низкую температуру замерзания по сравнению с отдельными 

компонентами. Важно отметить, что метод замораживания-оттаивания 

напрямую влияет на жизнеспособность клеток. В одном из исследований 

сообщалось о высокой гибели клеток после оттаивания, что могло быть 

связано с неправильным процессом оттаивания (Espina et al., 2016). Другой 

способ криоконсервации, включающий чрезвычайно быстрый (>-1000 °C/с) 

процесс охлаждения, известный как витрификация, также использовался для 

сохранения клеток (Fowler и Toner, 2005). В этом процессе клетки и 

криопротектор погружаются в открытые сосуды для хранения. Однако 

необходимость более высокой концентрации криопротектора, непрерывное 

поддержание клеток в криогенной температуре и потребность открытых 

контейнеров делает витрификацию наименее предпочтительным методом для 

криоконсервации МСК (Fowler и Toner, 2005). 
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Криоконсервация необходима, поскольку МСК, в отличие от 

эмбриональных стволовых клеток, не могут культивироваться бесконечно, так 

как они подвергаются старению после определенных пассажей культуры. 

Замораживание способствует сохранению жизнеспособности в течение 

долгого времени (Пинчук, С. В. и др., 2017). 

При температуре ниже -120 °C большинство метаболических процессов 

находится в состоянии стазиса, и, таким образом, клетки могут сохраняться 

долго (Ji et al., 2016; Tian et al., 2016). МСК достаточно ограничены в 

количестве в естественных источниках, и, таким образом, расширение in vitro 

остается необходимым процессом (Gugjoo et al., 2016). Концентрация и 

характеристики МСК различаются в зависимости от источника и зависят от 

питания, возраста и состояния здоровья донора (Han et al., 2010). 

Криоконсервация МСК выполняется в криогенных средах, содержащих 

криопротектор, который предотвращает повреждение клеток во время 

замораживания и оттаивания (Thirumala et al., 2010). Концентрация 

криопротектора различается в зависимости от вида и источника, а также от 

используемой техники замораживания (Fuller, 2004; Thirumala et al., 2005). 

Криопротекторы бывают двух типов - проницаемые и непроницаемые для 

клеточной мембраны (Fuller, 2004), при этом высокопроницаемые 

криопротекторы, как правило, более токсичны (Gao и Critser, 2000). Для 

предотвращения токсичности, проницаемые криопротекторы, такие как 

диметилсульфоксид (ДМСО), этиленгликоль и т. д., комбинируют с менее 

проницаемыми, такими как гидроксиэтилкрахмал (ГЭК), декстран и 

полиэтиленгликоль (Gao и Critser, 2000; Fuller, 2004; Климович, П. С. и др., 

2018). В ветеринарной практике чаще всего используются криопротекторы, 

такие как ДМСО и FBS (Martinello et al., 2010; Marx et al., 2015). Ксеногенные 

белки в FBS могут изменять поведение клеток (Duan и Lopez, 2016) и должны 

быть удалены перед имплантацией. 

ДМСО - один из наиболее часто используемых криопротекторов в 

ветеринарной практике, который работает путем стабилизации клеточных 
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белков и уравновешивания электролитов. Гидрофобные взаимодействия 

между ДМСО и белками и/или фосфолипидами клеточной мембраны 

стабилизируют клеточные белки. Уравновешивание электролитов происходит 

путем вытеснения внутриклеточных жидкостей (Liu et al., 2010; Гулевский, А. 

К. и др., 2014). Кроме того, ДМСО образует высокоэнергетические связи с 

молекулами воды, которые предотвращают образование кристаллов льда. 

Несмотря на такие особенности, ДМСО может привести к потенциальному 

химическому и осмотическому шоку (Scheinkonig et al., 2004; Liu et al., 2010; 

Климович, П. С. и др., 2018). ДМСО может быть связан с побочными 

эффектами, такими как нейротоксичность, и может привести к гипотонии и 

анафилактическому шоку при внутривенной инъекции вместе с клетками 

(Junior et al., 2008). Такие побочные эффекты можно устранить путем 

промывания клеток, хотя это может привести к снижению потенциала 

колониеобразующих единиц (КОЕ) (Fry et al., 2015). Кроме того, полное 

удаление ДМСО является сложным и трудоемким процессом, требующим 

альтернатив (Thirumala et al., 2009; Климович, П. С. и др., 2018). 

Фетальная бычья сыворотка (FBS) действует и как криопротектор. Она 

защищает клеточные белки и стабилизирует осмотическое давление. 

Жизнеспособность МСК после размораживания может повышаться с 

увеличением концентрации FBS. Данная среда может представлять 

ксеногенные и/или зоонозные угрозы, в дополнение к этическим проблемам 

(Liu et al., 2010; Verdanova et al., 2014). Учитывая данную информацию, 

изучаются альтернативы использования FBS.  

На основе вышеизложенного, МСК могут быть выделены из таких 

органов и тканей, как костный мозг, жировая ткань, печень или пуповина, 

накапливаются путем расширения культуры и криоконсервируются в 

криогенных средах, содержащих протектор, который предотвращает 

повреждение клеток во время замораживания и оттаивания с помощью таких 

методов, как медленное замораживание или витрификация. 
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1.6 Заключение по обзору литературы 

Криоконсервация спермы является сложной техникой, требующей 

надлежащего баланса многих факторов для достижения оптимальных 

результатов. Сперматозоиды баранов-производителей содержат низкое 

внутримембранное соотношение холестерина к фосфолипидам и другие 

видовые особенности, такие как высокая метаболическая активность 

митохондрий, влияние сезонности на морфологию, быстрая акросомальная 

реакция. Следовательно, чувствительность к холодовому шоку у половых 

клеток баранов выше, чем у других видов животных. Разбавители, методы 

разбавления, охлаждения, замораживания и размораживания играют роль в 

успешности криоконсервации спермы баранов. Совершенствование методов 

криоконсервации имеет решающее значение не только для улучшения 

животноводства и здоровья животных, но и для сохранения исчезающих видов 

животных и обеспечения глобальной продовольственной безопасности. 

Многие работы направлены на разработку новых протоколов, методов оценки 

и создании разбавителей для сохранности жизнеспособности семени после 

оттаивания, тем самым увеличения вероятности успешного оплодотворения. 

В этой связи особый интерес вызывают МСК. Благодаря выделяемым 

факторам роста, белкам, цитокинам и хемокинам МСК способны к 

иммуномодуляции и обеспечению противовоспалительной активности, что 

может способствовать регенеративному эффекту при криоконсервации 

сперматозоидов. Они могут быть выделены из множества органов и тканей, 

несложно накапливаются путем расширения культуры и консервируются в 

криогенных средах. Было проведено несколько исследований на тему влияния 

МСК на сперматозоиды разных видов животных и установлены 

положительные эффекты, что делает их компонентом выбора для улучшения 

морфологии и переживаемости сперматозоидов баранов-производителей в 

процессе криоконсервации. 
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Глава 2. СОБСТВЕННЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ 

2.1 Материалы и методы исследования 

Работа выполнена в период с 2023-2026 гг. в научно-образовательной 

лаборатории по трансплантации эмбрионов животных на базе ФГБОУ ВО 

«Санкт‐Петербургский государственный университет ветеринарной 

медицины». 

Объектом исследований служили половозрелые бараны романовской 

породы в возрасте 1,5-2,5 лет. Предметом исследований являлись 

сперматозоиды баранов-производителей, а также МСК и их производные. 

Работа состояла из четырех этапов. 

На первом этапе работы был подобран корректный протокол 

криоконсервации семени баранов-производителей. Взятие спермы (n=10) 

осуществлялось с помощью искусственной вагины согласно ГОСТ32222–

2013. Протокол предподготовки эякулята к процессу криоконсервации 

включал в себя центрифугирование (режим: 700 об/мин в течение 15 минут), и 

последующее удаление семенной плазмы. Для разбавления спермы был 

использован разбавитель OptiXcell (IMV, Франция). Образцы разбавляли в 

соотношении 1:4, далее - охлаждали при температуре + 4 °С в течение 1,5 

часов. После чего производили ручную упаковку разбавленной спермы при 

помощи пайет объемом 0,25 мл при температуре + 4 °С. Протокол заморозки 

образцов спермы состоял из двух этапов: 1 шаг – соломинки помещали в 

гоблеты и далее - стаканы 4 см над жидким азотом на 10 минут (-70 °С); 2 шаг 

– полное погружение в жидкий азот для дальнейшего хранения. Оттаивание 

спермы производилось при температуре +37 °С в течение 30 сек. Оценку 

качественных показателей спермы производили в пять этапов: после взятия 

спермы, 1,5 часа после охлаждения, после оттаивания: 0, 1 и 2 часа. 

На втором этапе было определен протокол выраженного 

регенеративного действия МСК из жировой ткани (ЖТ) и костного мозга (КМ) 

баранов на морфофункциональные показатели сперматозоидов. Данный этап 

разделили на два подэтапа. На первом этапе МСК КМ в количестве 2х106 кл/мл 
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смешивали со спермой в концентрации <7х108 кл/мл (453 – 523х108 кл/мл). 

Сформировали две группы проб (n=7 в каждой): контрольная (сперматозоиды 

<7х108 кл/мл + стерильный буфер PBS) и опытная (сперматозоиды <7х108 

кл/мл + 2х106 кл/мл МСК КМ). На втором – было сформировано три группы 

проб (n=7 в каждой): контрольная (сперматозоиды 7х7х108 кл/мл+буфер РВS), 

первая опытная (сперматозоиды 7х108 кл/мл+МСК КМ 2х106 кл/мл) и вторая 

опытная (сперматозоиды 7х108 кл/мл+МСК ЖТ 2х106 кл/мл). Качество спермы 

определяли через 0, 1 и 2 часа после взятия. При этом сперматозоиды 

инкубировали с МСК в термостате при +37 °С. Дополнительно изучали 

влияние производных стволовых клеток (лизат и кондиционированная среда) 

на качественные показатели спермы производителей. Было сформировано пять 

групп проб по 10 в каждой: контрольная (сперматозоиды 7х108 кл/мл + буфер 

РВS 100 мкл, pH – 7,4), первая опытная (сперматозоиды 7х108 кл/мл + КР МСК 

КМ 100 мкл, pH – 7,2), вторая опытная (сперматозоиды 7х108 кл/мл + КР МСК 

ЖТ 100 мкл, pH – 7,2), третья опытная (сперматозоиды 7х108 кл/мл + КС МСК 

КМ 100 мкл, pH – 7,2), четвертая опытная (сперматозоиды 7х108 кл/мл + КС 

МСК ЖТ 100 мкл, pH – 7,2). С целью установления степени переживаемости 

сперматозоидов в средах, содержащих МСК, и определения их влияния на 

качественные показатели сперматозоидов, была проведена четырехэтапная 

оценка качества спермы: 0, 1, 2 и 3 часа после инкубации спермы с 

производными МСК при температуре + 38 ℃. Сравнение значений 

производилось на каждом этапе инкубации (0, 1, 2 и 3 часа) внутри каждой 

группы. При этом достоверными считались различия при p≤0,01 и p≤0,05. 

На третьем этапе проводили криоконсервацию с добавлением МСК КМ 

и ЖТ в качестве компонента разбавителя. После взятия спермы, ее оценки и 

удаления семенной плазмы было сформировано три группы (n=10 в каждой): 

контрольная (сперматозоиды 7х108 кл/мл + разбавитель OptiXcell (IMV, 

Франция), общий объем 100 мкл, pH – 6,55), первая опытная (сперматозоиды 

7х108 кл/мл + разбавитель OptiXcell (IMV, Франция)+МСК КМ 2х106 кл/мл, pH 

– 6,14), вторая опытная (сперматозоиды  7х108 кл/мл + разбавитель OptiXcell 
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(IMV, Франция) + МСК ЖТ 2х106 кл/мл, pH – 6,35). После проведенного 

разбавления, сформировавшие образцы охлаждали, упаковывали (соломинки) 

и замораживали. Оценку качества спермы проводили в пять этапов: 

разбавление, охлаждение, оттаивание (инкубация спермы при температуре + 

38 ℃): 0, 2 и 4 часов (схема 1).  

На четвертом этапе осуществляли добавление МСК КМ и ЖТ 

непосредственно после криоконсервации. После замораживания-оттаивания 

спермы было сформировано три группы (n=10 в каждой): контрольная 

(сперматозоиды 7х108 кл/мл + разбавитель OptiXcell (IMV, Франция), общий 

объем 100 мкл, pH – 5,55), первая опытная (сперматозоиды 7х108 кл/мл + 

разбавитель OptiXcell (IMV, Франция)+МСК КМ 2х108кл/мл, pH – 5,14), 

вторая опытная (сперматозоиды  7х108 кл/мл + разбавитель OptiXcell (IMV, 

Франция) + МСК ЖТ 2х106 кл/мл, pH – 5,35). С целью установления степени 

переживаемости сперматозоидов после оттаивания была проведена 

шестичасовая инкубация спермы в средах, содержащих OptiXcell и МСК при 

температуре + 38 ℃ с оценкой качественных показателей каждые два часа 

после оттаивания (0, 2, 4, 6 часов). Исследование спермы проводилось с 

помощью микроскопа Levenhuk MED 45T.  Для подсчета концентрации 

сперматозоидов использовалась камера Горяева. 

Оценка подвижности сперматозоидов проводилась с использованием 

программы Аргус-CASA и камеры Маклера (увеличение 10Х10). При этом 

полученные образцы были разведены в соотношении 1:100.  При оценке 

подвижности учитывалось количество прогрессивно двигающихся, 

непрогрессивно двигающихся и неподвижных сперматозоидов, а также 

скорость криволинейного движения сперматозоидов. При оценке подвижности 

учитывались следующие параметры: VAP - средняя скорость движения 

головки по усредненной траектории, мкм/сек; VSL - скорость прямолинейного 

движения головки, мкм/сек; VCL - средняя скорость движения сперматозоидов 

по реальной траектории, мкм/сек; ALH – среднее отклонение головки, мкм; 

BCF - частота колебательных усредненных движений, Гц; STR - степень 
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прямолинейности направленного движения сперматозоидов; LIN - степень 

волнистости треков; WOB - процент осцилляции. 

Оценка морфологии сперматозоидов проводилась ручным способом 

(200 сперматозоидов в каждом образце), при этом для окрашивания мазков был 

использован набор Sperm Blue (Microptic) с предварительной фиксацией 

мазков (фиксатор: 10 минут, краситель: 18 минут) и последующей 

микроскопией (увеличение с использованием объектива 100х10, 

иммерсионное масло). При оценке морфологии учитывалось количество 

нормальных сперматозоидов, а также количество сперматозоидов с дефектами 

головки, шейки и хвостовой части.  Оценка жизнеспособности проводилась по 

методике BrightVit (Microptic). При этом были исследованы 200 

сперматозоидов в каждом образце (мертвые клетки были окрашены в розовый 

цвет, живые – в белый). Нигрозин служил фоновым пятном для обеспечения 

контраста. Оценку целостности акросомы проводили согласно методике 

FluoAcro (Microptic) (100 сперматозоидов в каждом образце). При этом 

интактная акросома была окрашена в ярко-зеленый цвет, повреждение 

целостности акросомы регистрировали при наличии зеленой полосы на 

экваториальном сегменте (реагирующая), синяя окраска означала 

повреждение акросомы. 

Жировую ткань (ЖТ) и костный мозг (КМ) получали после убоя баранов 

породы Дорпер (n=3) в крестьянско-фермерском хозяйстве Волховского 

района Ленинградской области. Отобранную ЖТ (2 см3) помещали в 

стерильную пробирку с 10 мл транспортировочной среды (буферный раствор, 

содержащий 100 ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина, Gibco, 

США). КМ (3 см3) брали из бедренной кости иглой для аспирации костного 

мозга и переносили в стерильную пробирку с гепарином. Пробирки с 

биоматериалом доставляли в лабораторию при 4 – 8 °С в течение 3 часов. В 

лаборатории биотехнологии научного центра ООО «ЦитоГенТест» пробы 

обрабатывали. Жировую ткань в условиях ламинарного бокса промывали 

буфером PBS, измельчали при помощи микроножниц и инкубировали 45 мин 
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при 37 °С в растворе коллагеназы (0,075 %, тип 2) (ПанЭко, Россия) при 

постоянном помешивании. Полученную суспензию фильтровали, 

центрифугировали, полученный осадок разводили средой αMEM + 10 % FBS 

и высевали в культуральные флаконы площадью 25 см2. Через 24 ч среду 

заменяли и удаляли неприкрепленные клетки. Монослой МСК ЖТ 

формировался к 10 суткам после выделения.  

КМ разбавляли 1:1 стерильным раствором PBS, центрифугировали, 

полученный осадок еще два раза промывали описанным способом. Затем к 

осадку добавляли среду αMEM + 10 % FBS и высевали в культуральные 

флаконы площадью 25 см2. Через 24 часа среду заменяли и удаляли 

неприкрепленные клетки. Спустя 48 часов процедуру повторили. Монослой 

МСК КМ формировался к 10 суткам после выделения. На втором пассаже 

клетки криоконсервировали и депонировали в Криобанке. Начиная с 3-го 

пассажа после размораживания, их использовали в работе.  

Кондиционированную среду (КС) отбирали через 72 ч культивирования 

в матрасах с 90-100 % монослоем клеток. Для приготовления лизата (КР) МСК 

отделяли от подложки, отмывали от ростовой среды и суспендировали в PBS с 

концентрацией 2х108кл/мл. Затем суспензию аликвотировали и фасовали в 

пробирки Эппендорфа. Лизат получали методом криодеструкции путем 

двукратного быстрого погружения в жидкий азот (-196 °С) и медленного 

оттаивания при комнатной температуре. Полученный таким образом лизат 

содержал высвобожденные внутриклеточные белково-пептидные компоненты 

МСК и фрагменты клеточных мембран. 

Статистическая обработка данных была проведена при помощи 

программы Stattech и Medstatistic «Медицинская Статистика» с вычислением 

показателей вариационного ряда и t-критерий Стьюдента. 
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Рисунок 1 – Схема проведения эксперимента. 
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2.2 Собственные исследования 

2.2.1 Результаты апробации протокола заморозки спермы баранов 

В результате первого этапа работы был подобран протокол 

криоконсервации спермы баранов-производителей. При проведении 

макроскопической оценки качества спермы после взятия, сперма баранов была 

белого цвета с желтоватым оттенком, имела запах жиропота, объем в среднем 

составлял 0,50±0,03 мл, концентрация – 3,46±0,26 млрд, интенсивность 

окислительно-восстановительных процессов составляла 3,3±0,6 мин.  

Результаты морфологической оценки сперматозоидов баранов до и после 

разбавления с последующим замораживанием приведены в таблице 1.  

 

Таблица 1 – Морфологическая оценка сперматозоидов баранов до и 

после криоконсервации (M±m, n=10) 

Время 

проведения 
Норма, % 

Патологические формы, % 

Головка Шейка Хвост Другие 

0 часов после 

взятия 
55,9±5,2 7,2±2,4 11,3±2,3 24,9±4,0 1,0±0,5 

1,5 часа после 

охлаждения 
48,3±3,6 4,6±0,9 15,1±2,7 29,5±1,5 2,7±0,7 

0 часов после 

оттаивания 
47,5±3,9 7,0±1,4 14,9±3,1 28,7±2,7 2,6±0,4 

1 час после 

оттаивания 
40,5±4,4 ** 8,9±1,1 15,9±2,5 32,2±5,3 2,6±0,8 ** 

2 часа после 

оттаивания 
38,2±3,6 * 8,3±1,1 17,6±3,3 32,9±4,1 3,1±0,7 ** 

Примечание: * - p≤0,01, ** - p≤0,05. Уровень достоверности по сравнению с 

результатами 0 часов после взятия спермы. 

 

Согласно данным таблицы 1, тенденция к сокращению количества 

нормальных сперматозоидов наблюдалась при глубоком замораживании и 

оттаивании спермы.  При этом статистически значимая разница наблюдалась 

между данным показателем 0 часов после взятия спермы и 1, 2 часа после 

оттаивания – 1,3 (p≤0,05) и 1,4 (p≤0,01) раза соответственно. Нужно отметить, 

что наиболее выраженные изменения в морфологической структуре 

сперматозоидов отмечались после оттаивания спермы (деформация шейки и 
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хвоста). Также было зарегистрировано увеличение количества патологической 

формы головки сперматозоидов в 2,6 и 3,1 раза (p≤0,05) после оттаивания (1 и 

2 часа) по сравнению с показателем после взятия.  

В ходе проведенных исследований было выявлено положительное 

воздействие разбавителя OptiXcell (IMV, Франция) на жизнеспособность 

сперматозоидов (рисунок 1). Так, процент прогрессивно двигающихся 

сперматозоидов при разбавлении спермы в соотношении 1:4 с последующим 

ее охлаждением в течение полутора часов незначительно снизился на 3,8 % по 

сравнению с данными 0 часов после взятия. Статистически значимая разница 

значений прогрессивности движений сперматозоидов с тенденцией к их 

снижению наблюдалась после оттаивания: на 22,6 % - 0 часов (p≤0,01), на 24,8 

% - 1 час (p≤0,05), на 33,7 % - 2 часа (p≤0,01).  

Наибольшее количество непрогрессивно двигающихся сперматозоидов 

было зарегистрировано после взятия спермы с дальнейшим их сокращением 

на 11 % (p≤0,01) после охлаждения, на 15 % (p≤0,05) - 0 часов после оттаивания 

(p≤0,05), на 15,7 % - 1 час после оттаивания (p≤0,05), на 17,5 % - 2 часа после 

оттаивания (p≤0,05).  

Согласно данным рисунка 1, наибольшее количество неподвижных 

сперматозоидов было выявлено через 2 часа после оттаивания. При этом 

процент неподвижных сперматозоидов был равен 61,0±10,1 с статистически 

значимой разницей значений, равной 51 % (p<0,01) по сравнению с 

результатами оценки подвижности  сперматозоидов 0 часов после взятия. 

Полученные данные указывают на отрицательные действие перепада 

температурных значений на активность сперматозоидов.   Подробный анализ 

показателей подвижности сперматозоидов баранов до и после 

криоконсервации приведены в таблице 2.  

Было установлено достоверное снижение скорости прямолинейного 

движения головки сперматозоидов полтора часа после охлаждения и 0 часов 

после оттаивания в 2,2 (p<0,05)  и 2,9 (p<0,01)  раза соответственно по 

сравнению со значением после взятия спермы.   
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Рисунок 1 – Результаты оценки подвижности сперматозоидов 

баранов (n=10). 

Примечание: * - p<0,01, **  - p<0,05  (достоверно по сравнению с результатами 0 

часов после взятия спермы). 
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оттаивания. Однако разница значений не была статистически значимой.  
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Таблица 2 – Показатели подвижности сперматозоидов баранов до и после 

криоконсервации (M±m, n=10). 

Время 

проведе-

ния 

Показатели подвижности 

VSL, 

мкм/се

к 

VCL, 

мкм/се

к 

LIN, % 

VAP, 

мкм/се

к 

WOB,

% 
STR, % 

ALH, 

мкм 

BCF, 

Гц 

0 часов 

после 

взятия 

606,63

± 

132,07 

738,04

± 

138,11 

74,91±

7,13 

630,14

± 

135,15 

78,61±

6,61 

94,15±

1,81 

2,56±

0,31 

2206,61± 

489,37 

1,5 часа 

после 

охлажде-

ния 

276,08

± 

54,01*

* 

405,12

± 

68,71 

68,51±

6,57 

307,71

± 

55,63 

** 

77,31±

4,75 

87,14±

4,12 

2,15±

0,32 

2291,34± 

717,55 

0 часов 

после 

оттаива-

ния 

202,07

± 

34,09* 

256,41

± 

38,82* 

71,54± 

7,43 

220,11

± 

35,41* 

76,95± 

5,61 

91,15± 

4,54 

1,98± 

0,56 

1353,68± 

468,26 

1 час после 

оттаива-

ния 

302,05

± 

120,61 

402,51

± 

132,83 

 

67,22± 

7,41 

320,43

± 

125,71 

72,12± 

6,81 

92,42± 

2,46 

2,15± 

0,41 

1234,71± 

494,25 

2 часа 

после 

оттаивания 

300,44

± 

110,82 

425,05

± 

124,08 

61,15± 

7,16 

315,84

± 

113,42 

66,41± 

6,15 

89,24± 

6,21 

2,15± 

0,41 

1806,15± 

500,12 

Примечание: * - p<0,01, **  - p<0,05  (достоверно по сравнению с результатами 0 

часов после взятия спермы). 

 

Таким образом, выбранный протокол криоконсервации обеспечил 

прогрессивность движений сперматозоидов с тенденцией к их снижению 

после оттаивания: на 22,6 % - 0 часов после оттаивания (p≤0,01), на 24,8 % - 1 

час после оттаивания (p≤0,05), на 33,7 % - 2 часа после оттаивания (p≤0,01), 

что является результатом с положительной динамикой, учитывая высокую 

чувствительность и низкую жизнеспособность клеток в процессе заморозки-

разморозки (Пушкина, В. С. с соавтор. 2023.). 

 

2.2.2 Влияние МСК и их производных на качество нативной спермы 

баранов 

После взятия материала была проведена органолептическая оценка в 

хотде которой определено, что сперма баранов была белого цвета с 
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желтоватым оттенком, имела запах жиропота, объем в среднем составлял 

0,6±0,02 мл, концентрация сперматозоидов – 5,23±1,84 млрд, интенсивность 

окислительно-восстановительных процессов равнялась 2,6±0,4 мин.  

Во втором опыте, отраженном в разделе «Материалы и методы», целью 

которого явилось разработка протокола использования МСК ЖТ и МСК КМ 

баранов и сперматозоидов, установили выраженное положительное влияние 

МСК КМ на двигательную активность сперматозоидов. Доля прогрессивно 

двигающихся клеток увеличилась в течение 1 часа после взятия материала в 

1,1 раза по сравнению с контролем (рисунок 2). Но через 2 часа неподвижных 

сперматозоидов стало достоверно больше (p<0,01) по сравнению с 

показателями свежеполученного эякулята. 

 

 

Рисунок 2 – Подвижность сперматозоидов баранов. 

Примечание: *p<0,01,  по сравнению с  0 часов после взятия спермы. 

 

В контрольной группе отмечали снижение количества прогрессивно 

двигающихся клеток. Через 1 и 2 часа после получения образца их стало 

меньше в 1,3 и 1,6 раза соответственно, а неподвижных сперматозоидов – 

больше в 4 раза.   
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Морфология клеток при использовании первого протокола (2х106кл/мл 

МСК и < 7х108кл/мл сперматозоидов) показана на рисунке 3. Зафиксировано, 

что в течение двух часов после   получения спермы доля нормальных гамет 

уменьшалась в обеих группах, наибольшие изменения были в хвостовой части. 

В опытной группе число сперматозоидов с повреждением хвоста возросло в 

1,3 раза, в контрольной – в 1,1 раза по сравнению с исходными данными. 

Полученные различия статистически недостоверны, но тенденцию следует 

отметить.  

 

 

Рисунок 3 – Морфология сперматозоидов баранов при инкубации с 

МСК КМ. 

 

Установлено, что снижение количества морфологически нормальных 

гамет в контрольной группе закономерно для жизнеспособности мужских 

половых клеток вне организма, а протокол использования МСК в количестве 

2х106 кл/мл и сперматозоидов в концентрации <7х108 кл/мл необходимо 

дорабатывать в дальнейших исследованиях. Это подтверждает замеченная 

кратковременная активизация половых клеток при смешивании их с МСК, из 

костного мозга.  
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Далее определяли влияние МСК из жировой ткани и костного мозга на 

качество спермы баранов. Установили закономерное снижение двигательной 

активности клеток в образцах контрольной группы, достоверные (p<0,01) 

различия (2,8 раза) зарегистрировали через 2 часа после получения спермы 

(рисунок 4).   

МСК из ЖТ при добавлении в эякулят барана-производителя оказали 

пролонгированное положительное влияние на двигательную активность 

сперматозоидов. Увеличение в 1,1 раза числа прогрессивно двигающихся 

клеток отмечали через 1 и 2 часа после получения образцов. МСК из костного 

мозга в количестве 2х106 кл/мл сохраняли двигательную активность в течение 

первого часа после получения спермы. Через 2 часа процент прогрессивно 

двигающихся сперматозоидов уменьшился в 1,16 раза (p<0,01). В это же время 

в 4 раза увеличилось количество неподвижных клеток.  

 

 

Рисунок 4 – Подвижность сперматозоидов баранов при инкубации с 

МСК КМ и МСК ЖТ. 

Примечание: * p<0,01, по сравнению с 0 часов после взятия спермы. 
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Регенеративная способность МСК была установлена в протоколе, 

включающем использование МСК ЖК или МСК КМ в количестве 2х106кл/мл 

и сперматозоидов барана в концентрации 7х108кл/мл.  

В контрольной группе в течение двух часов после получения спермы 

количество нормальных сперматозоидов уменьшалось, а число клеток с 

дефектами хвоста увеличивалось (рисунок 5). В то же время, в опытных 

группах наблюдали сохранение и увеличение доли морфологически 

нормальных гамет, снижение (в 1,7 раза) случаев повреждения хвостовой 

части (преимущественно во второй опытной группе с МСК ЖТ). Но и в первой 

опытной отмечали тенденцию к сохранению целостности и подвижности 

половый клеток.  

 

 

Рисунок 5 – Морфология сперматозоидов баранов при инкубации с 

МСК КМ и МСК ЖТ. 

Примечание: **p<0,05, по сравнению с 0 часов после взятия спермы. 
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Результаты влияния лизата МСК из жировой ткани и костного мозга 

баранов на морфофункциональные характеристики сперматозоидов отражены 

в таблице 3 и рисунке 6.  

Согласно данным таблицы 3, статистически значимое снижение 

количества нормальных сперматозоидов в процессе трехчасовой инкубации 

было зарегистрировано в контрольной и второй опытной (КР МСК ЖТ) 

группах. При этом в течение 1-го часа инкубации разница значений в 

контрольной и второй опытной группах составила 6,3 % (p≤0,05) и 4,4 % 

(p≤0,01), в течение 2-го часа – 6,5 % (p≤0,05) и 8,9 % (p≤0,01), в течение 3-го 

часа – 11,4 % (p≤0,01) и 11,1 % (p≤0,01) по сравнению с показателями 0 часов 

инкубации. 

 

Таблица 3 – Результаты оценки морфологии сперматозоидов 

баранов в процессе трехчасовой инкубации с лизатом МСК (КР) (M±m, 

n=10) 

Группа 

 

Время 

инкуба-

ции  

(37 ◦С) 

 

Морфология сперматозоидов 

Нормальные

, % 

Дефекты сперматозоидов, % 

Головка Шейка Хвост 
Дру-

гие 

Контрольная 

 

0ч 

 
51,90±2,15 8,20±1,51 11,10±1,62 

26,90± 

2,70 

1,90± 

1,14 

1ч 45,60±1,35** 
9,40±1,15 

 
12,90±1,36 

30,60± 

1,76 

1,50± 

0,70 

2ч 45,40±1,63** 
7,80±0,93 

 
10,70±1,73 

35,50± 

1,00* 

0,60± 

0,32 

3ч 40,50±3,51* 11,90±1,65 12,00±1,83 

34,80± 

2,70 

 

0,80± 

0,31 

Первая 

опытная 

группа 

(КР МСК 

КМ) 

0ч 

 
50,80±2,51 6,60±1,02 11,30±1,74 

28,00± 

1,95 

2,30± 

2,20 

1ч 48,10±2,45 
9,20±0,94 

 
12,10±1,10 

29,60± 

2,10 

 

1,00± 

0,44 

2ч 46,10±1,91 
8,00±1,31 

 
11,90±1,76 

32,70± 

2,30 

 

1,10± 

0,64 

3ч 42,80±3,70 
12,10±1,53

* 
11,80±1,70 

31,70± 

2,20 

 

1,60± 

0,70 
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Вторая 

опытная 

группа 

(КР МСК 

ЖТ) 

0ч 

 
50,50±1,31 

6,60±0,85 

 
12,20±1,55 

30,00± 

1,50 

0,70± 

0,52 

1ч 46,10±0,76* 
8,50±0,80 

 
12,90±1,40 

32,00± 

1,30 

0,50± 

0,32 

2ч 41,60±1,66* 
11,60±1,01

* 
14,20±1,91 

31,70± 

1,21 

0,90± 

0,70 

3ч 39,40±2,40* 
13,90±2,14

** 
14,00±2,21 

33,10± 

1,81 

0,50± 

0,24 

Примечание: * - p≤0,01, ** - p≤0,05 (достоверно по сравнению с результатами 0 

часов инкубации спермы). 

 

Что касается наличия дефектов в морфологической структуре 

сперматозоидов, то достоверная разница значений была определена в 

контрольной группе: увеличение количества сперматозоидов с дефектами 

хвоста на 8,6 % (p≤0,01) в процессе двухчасовой инкубации. Данная тенденция 

наблюдалась также в первой опытной группе (КР МСК КМ): увеличение 

количества сперматозоидов с дефектами головки в процессе 3-х часовой 

инкубации на 5,5 %(p≤0,01); во второй опытной группе (КР МСК ЖТ): 

увеличение количества сперматозоидов с дефектами головки в процессе 2-х и 

3-х часовой инкубации на 5,0 % и 7,3 % (p≤0,01) соответственно. Таким 

образом, наиболее выраженное сокращение количества нормальных 

сперматозоидов и увеличение количества сперматозоидов с дефектами 

головки отмечаются в контрольной группе. Тенденция к сохранению 

морфологической целостности сперматозоидов наблюдается во второй 

опытной группе, при инкубации сперматозоидов с лизатом мезенхимальных 

стволовых клеток из жировой ткани.  

Результаты двигательной активности сперматозоидов отражены на 

рисунке 6.  

Согласно данным рисунка 6, статистически значимое уменьшение 

количества прогрессивно двигающихся сперматозоидов было 

зарегистрировано в первой и второй опытных группах в течение 2-х и 3-х часов 

инкубации. При этом разница значений в первой опытной группе на 3-й час 

инкубации составила 1,7 раза (p<0,01); во второй опытной группе – 2,1 раз 

(p<0,01). Количество прогрессивно двигающихся сперматозоидов во время 
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двухчасовой инкубации с лизатом МСК из жировой ткани было достоверно 

уменьшено (p≤0,05) и составляло 68,80±3,30 %.  

 

 

Рисунок 6 – Динамика прогрессивности движений сперматозоидов 

баранов в процессе трехчасовой инкубации с лизатом МСК (КР) (n=10). 

Примечание: * - p<0,01, ** - p≤0,05 (достоверно по сравнению с результатами 0 

часов инкубации спермы). 
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составила 2,1 и 4,6 раза (p<0,01); в первой опытной группе (КР МСК КМ) – 4,5 

и 9,3 раза (p<0,01); во второй опытной группе (КР МСК ЖТ) – 3,7 и 11,4 раза 

(p<0,01) по сравнению с результатами 0 часов инкубации.  

Статистически значимое увеличение количества неподвижных 

сперматозоидов отмечалось в контрольной группе на 9,19 % и на 24,33 % 
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второй опытной группе (КР МСК ЖТ) на 17,43 % и 50,00 % (p<0,01) 2 и 3 часа 

инкубации по сравнению с данными 0 часов инкубации.  

Результаты влияния кондиционированной среды МСК из ЖТ и КМ 

баранов на морфофункциональные характеристики сперматозоидов отражены 

на рисунках 7 и 8, а также таблице 4.  

Согласно данным рисунка 7, в процессе трехчасовой инкубации спермы 

баранов с кондиционированной средой МСК наблюдалось снижение 

количества прогрессивно двигающихся сперматозоидов. При этом 

статистически значимая разница была зафиксирована в первой опытной 

группе (КС МСК КМ) на 3-й час инкубации: 1,9 раза (p<0,01), а также во 

второй опытной группе (КС МСК ЖТ) на 2-й и 3-й час инкубации по 

сравнению с показателями 0 часов инкубации: 1,4 раза (p≤0,05) и 2,4 (p<0,01) 

соответственно. Нужно отметить, что наибольшее количество прогрессивно 

двигающихся сперматозоидов на 3-й час инкубации при температуре 37 °С 

было в первой опытной группе при добавлении КС МСК из костного мозга.  

Что касается непрогрессивно двигающихся сперматозоидов, то 

статистически значимое снижение их количества наблюдалось во всех группах 

на 2-й и 3-й час инкубации по сравнению с показателями 0 часов инкубации. 

Разница значений в группах была следующей: в контрольной группе – 2,2 и 5,1 

раз (p<0,01); первой опытной группе (КС МСК КМ) – 10,4 и 14,1(p<0,01); 

второй опытной группе (КС МСК ЖТ) – 5,9 и 24,1 (p<0,01). Количество 

неподвижных сперматозоидов закономерно возрастало на 2-й и 3-й часы 

инкубации. Статистически значимое увеличение процента неподвижных 

сперматозоидов было зафиксировано на 2-й час инкубации в первой и второй 

опытных группах на 30,3 % (p<0,01) и 33,6 % (p≤0,05) соответственно, а также 

на 3-й час инкубации во всех исследуемых группах: на 37,5 % (контрольная 

группа, p<0,01), на 51,4 % (первая опытная группа (КС МСК КМ), p<0,01), на 

58 % (первая опытная группа (КС МСК ЖТ), p<0,01). 
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Рисунок 7 – Динамика прогрессивности движений сперматозоидов 

баранов в процессе трехчасовой инкубации с кондиционированной 

средой МСК (КС) (n=10). 

Примечание: * - p<0,01, ** - p≤0,05 (достоверно по сравнению с результатами 0 

часов инкубации спермы). 

 

Результаты оценки морфологии сперматозоидов баранов в процессе 

трехчасовой инкубации с кондиционированной средой МСК из жировой ткани 

и костного мозга отражены на рисунке 8.  

Количество нормальных сперматозоидов было уменьшено в 

контрольной группе в 1,4 раза (p≤0,05); в первой опытной группе (КС МСК 

КМ) в 1,2 раза (p≤0,05) 1 час инкубации; во второй опытной группе (КС МСК 

ЖТ) в 1,8 раз (p<0,01) 3 часа инкубации по сравнению с данными 0 часов 

инкубации.  
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Рисунок 8 – Результаты оценки морфологии сперматозоидов 

баранов в процессе трехчасовой инкубации с кондиционированной 

средой МСК (КС) (M±m, n=10). 

Примечание: * - p<0,01, ** - p≤0,05 (достоверно по сравнению с результатами 0 

часов инкубации спермы). 

 

Что касается дефектов сперматозоидов, то статистически значимая 

разница значений была зарегистрирована на 2-й час инкубации в контрольной 

группе (дефекты хвоста – 35,80±2,13, p≤0,05) на 8 %, в первой опытной группе 

(КС МСК КМ) на 3,9 % (дефекты головки – 11,30±1,30, p≤0,05) по сравнению 

с данными 0 часов инкубации. Исходя из полученных данных оценки 

морфологии сперматозоидов нужно отметить, что статистически значимое 

уменьшение количества морфологически нормальных сперматозоидов было 

зарегистрировано в процессе часовой инкубации с кондиционированной 

средой МСК из костного мозга баранов и составляло 43,90±2,22 % (p=0,04).  
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Таблица 4 – Результаты оценки скорости движения сперматозоидов 

баранов в процессе трехчасовой инкубации с кондиционированной 

средой МСК (M±m, n=10) 

Время 

проведения 

исследова-

ний 

Показатели скорости движения сперматозоидов (M±m) 

VSL 

(мкм/сек) 

VCL 

(мкм/сек) 

VAP 

(мкм/сек) 

STR 

(%) 

Первая опытная группа (КС МСК КМ, n=10) 

0ч 395,65±126,80 667,80±215,50 446,85±134,24 79,64±7,03 

1ч 325,30±109,84 563,70±163,14 397,66±125,74 79,36±6,40 

2ч 195,70±91,66 370,35±122,20 229,54±94,93 76,30±7,51 

3ч 256,55±141,14 326,80±144,10 261,50±140,80 74,15±13,30 

Вторая опытная группа (КС МСК ЖТ, n=10) 

0ч 387,50±103,76 550,34±115,30 412,94±104,22 91,30±3,10 

1ч 384,10±135,56 526,91±147,80 407,80±134,80 85,10±5,90 

2ч 280,60±122,66 439,10±168,90 301,80±127,93 93,50±2,65 

3ч 157,90±67,10 220,73±86,35** 162,30±68,65 57,82±16,61 

Контрольная группа(n=10) 

0ч 427,10±145,10 596,84±153,76 451,73±144,10 91,53±4,30 

1ч 458,80±146,32 593,50±174,70 475,10±147,22 95,00±1,23 

2ч 234,85±107,95 360,53±112,90 242,35±82,21 84,43±6,00 

3ч 197,90±61,83 336,33±136,10 248,45±108,90 62,30±14,90 
Примечание: * - p<0,01, ** - p≤0,05 (достоверно по сравнению с результатами 0 

часов инкубации спермы). 

 

При оценке кинематических параметров подвижности сперматозоидов, 

были получены достоверные различия значений во второй опытной группе 

(таблица 4). Так, достоверное снижение скорости прямолинейного движения 

головки (VCL) было зарегистрировано на третий час инкубации с КС МСК, 

полученных из жировой ткани, при этом разница значений составила 2,5 раза 

(p≤0,05) по сравнению с показателем 0 часов инкубации 

Во второй опытной и контрольной группах наблюдалось постепенное 

снижение скорости прямолинейного движения головки (VSL) при этом 

значение данного показателя на третий час инкубации составило 157,90±67,10 

мкм/сек и 197,90±61,83мкм/сек соответственно. В первой опытной группе, 

напротив, наблюдалось выраженное снижение данного кинематического 
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показателя на второй час инкубации с разницей значений 2,1 раза по 

сравнению со значениями 0 часов инкубации. Кроме того, было 

зарегистрировано увеличение скорости прямолинейного движения головки 

(VSL) сперматозоидов баранов на третий час инкубации с 

кондиционированной средой из костного мозга. На второй час инкубации было 

зарегистрировано максимально низкое значение средней скорости движения 

головки с небольшим увеличением ее на третий час инкубации, при этом 

значение данного показателя в первой опытной группе (КС МСК КМ) 

составило 229,54±94,93 мкм/сек, в контрольной группе – 242,35±82,21 

мкм/сек. Что касается средней скорости движения сперматозоидов по 

реальной траектории (VCL), то наибольшее значение данного показателя было 

зарегистрировано в первой опытной группе в течение первого часа инкубации 

с кондиционированной средой из костного мозга, при этом разница значений 

составила 1,2 раза. Наблюдалась выраженная степень прямолинейности 

направленного движения сперматозоидов на третий час инкубации с 

кондиционированной средой из костного мозга (КС МСК КМ), при этом 

значение данного показателя составило 74,15±13,30 %.  

Таким образом, инкубация спермы с МСК КС и КР МСК способствует 

сохранению двигательной активности сперматозоидов. МСК из костного мозга 

в количестве 2х108кл/мл способствовали сохранению двигательной 

активности сперматозоидов в течение первого часа после получения спермы. 

При этом количество прогрессивно двигающихся сперматозоидов в процессе 

трехчасовой инкубации в КС МСК из костного мозга составляет 40,71±10,20 

% (p<0,01), из жировой ткани – 32,95±10,92 % (p<0,01). Можно предположить, 

что механизм получения данного результата основан на эффекте 

продуцируемых МСК биологически активных веществ (Пушкина, В. С. с 

соавтор. 2024.). 
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2.2.3 Эффективность применения мезенхимальных стволовых клеток и 

их производных в процессе криоконсервации и после оттаивания 

Целью третьего этапа исследований явилось изучение эффективности 

криоконсервации с добавлением МСК КМ и ЖТ в качетсве компонента 

разбавителя. Так, согласно результатам микроскопической оценки качества 

спермы баранов после разбавления и формирования трех групп, количество 

прогрессивно двигающихся сперматозоидов составляло 76,40±5,90 % 

(контрольная группа) и 81,11±2,40 % - 81,61±1,10 % (опытные группы). 

Количество морфологически нормальных сперматозоидов в контрольной 

группе при разбавлении спермы (OptiXcell) после ее центрифугирования 

составило 46,70±5,11 %, в опытных группах: 44,70±3,90 % (OptiXcell +МСК 

КМ) и 48,20±3,30 % (OptiXcell +МСК ЖТ). Что касается результатов оценки 

жизнеспособности сперматозоидов, то процент живых сперматозоидов при 

смешивании их с готовой средой OptiXcell составил 59,60±1,21 %, с готовой 

средой и МСК КМ – 55,40±2,95 %, с готовой средой и МСК ЖТ – 63,20±1,10 

%. Процент интактных акросом сперматозоидов после разбавления с готовой 

синтетичексой средой и добавления МСК варьировал от 66,30±1,10 до 

65,67±1,47.  

Результаты оценки морфологии сперматозоидов в течение 

четырехчасовой инкубации (38 ℃) после оттаивания отражены на рисунке 9.   

При анализе количественных изменений нормальных сперматозоидов, 

достоверные значения были зарегистрированы во всех исследуемых группах 

Так, статистически значимое снижение количества морфологически 

нормальных сперматозоидов после оттаивания было зафиксировано в 

следующих группах: в контрольной группе в 1,4 раза (2 часа, p≤0,05), в 1,7 раза 

(4 часа, p<0,01); первой опытной группе в 1,5 раза (4 часа, p<0,01); второй 

опытной группе в 1,4 раза (0 часов, p<0,01), в 1,3 (2 и 4 часов, p≤0,05 и p<0,01 

соответственно) по сравнению с результатами после разбавления образцов 

спермы (OptiXcell, OptiXcell +МСК КМ/ЖТ).  
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Что касается структурных изменений сперматозоидов, достоверное 

увеличение количества сперматозоидов с дефектами головок наблюдалось 

преимущественно в контрольной (в 1,6 (2 часа, p≤0,05) и 1,8 (4 часа, p<0,01) 

раз) и второй опытной группах (в 1,7 (0 часов, p≤0,05), 1,8 (2 часа, p<0,01) и 

1,6 раз (4 часа, p≤0,05)) по сравнению с результатами после смешивания с 

готовой синтетической средой и МСК. 

Статистически значимое увеличение количества сперматозоидов с 

дефектами хвостов было зарегистрировано во всех исследуемых группах. При 

этом данная тенденция наблюдалась на всех этапах инкубации (0,2 и 4 часов) 

в контрольной и первой опытной группах с разницей значений, равной 1,5-1,4 

(p≤0,05); 1,7-1,6 (p<0,01); 1,9-1,8 (p<0,01) по сравнению с результатами, 

полученными после разбавления образцов спермы.  Что касается второй 

опытной группы, то статистически значимое увеличение сперматозоидов с 

дефектами хвостов было зафиксировано на второй час инкубации спермы 

после ее разморозки. При этом разница значений составила 1,3 раза (p<0,01) 

по сравнению с результатами после разбавления. Таким образом, наиболее 

выраженные изменения структурной целостности сперматозоидов после 

разморозки и четырехчасовой инкубации отмечалось в контрольной группе 

(разбавитель OptiXcell). Примечательно, что на второй и четвертый часы 

инкубации образцов в готовой среде и МСК ЖТ было зарегистрировано 

увеличение количества нормальных сперматозоидов (36,10±3,75 % и 

36,00±2,61 %) во второй опытной группе и снижение количества 

сперматозоидов с дефектами головок на четвертый час инкубации по 

сравнению с данными 0 часов (34,50±2,40 %). Кроме того, наблюдалось 

невыраженное увеличение количества сперматозоидов с дефектами хвостовой 

части по сравнению с контрольной и первой опытной группами.  

Результаты оценки прогрессивности движений сперматозоидов в 

процессе криоконсервации и в течение четырехчасовой инкубации после 

оттаивания, находящихся в готовых синтетических средах с добавлением МСК 

КМ/ЖТ, отражены на рисунке 10. 
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Рисунок 9 – Результаты оценки морфологии сперматозоидов 

баранов после оттаивания при четырехчасовой инкубации с МСК (n=10). 

Примечание: * - p<0,01, ** - p≤0,05 (достоверно по сравнению с результатами 

после разбавления образцов спермы). 

 

Проводя анализ двигательной активности сперматозоидов, нужно 

отметить статистически значимое сокращение количества прогрессивно 

двигающихся сперматозоидов во всех исследуемых группах по сравнению с 

данными после разбавления. 

При этом в контрольной группе было зафиксировано постепенное 

угасание двигательной способности в течение четырехчасовой инкубации 

после оттаивания с разницей значений в 2,6 (0 и 2 часа после оттаивания, 

p<0,01) и 8,9 (4 часа после оттаивания,p<0,01) раз, чего нельзя сказать о мофро-

функциональных характеристиках сперматозоидов опытных групп. 
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Рисунок 10 - Динамика прогрессивности движений сперматозоидов 

баранов в процессе криоконсервации и в течение четырехчасовой 

инкубации после оттаивания (n=10). 

Примечание: * -p<0,01 (достоверно по сравнению с результатами после 

разбавления образцов спермы). 

 

Картина движений сперматозоидов, разбавленных OptiXcell с 

добавлением МСК КМ/ЖТ, была следующей: после оттаивания было 

зафиксировано сокращение количества прогрессивно двигающихся 

сперматозоидов в 3,2 (МСК КМ, p<0,01) и 2,7 (МСК ЖТ, p<0,01) раз, 2 часа 

после оттаивания – 2,2 (МСК КМ, p<0,01) и 2,3 (МСК ЖТ, p<0,01)  раз, 4 часа 

после оттаивания – 4,7(МСК КМ, p<0,01) и 3,1(МСК ЖТ, p<0,01) раз. 

Количество неподвижных сперматозоидов на 4-й час инкубации после 

оттаивания было следующим: 91,64±2,04 % (контрольная группа), 82,70±2,30 

% (первая опытная группа), 72,71±5,36 % (вторая опытная группа). Таким 

образом, наибольшая переживаемость сперматозоидов отмечалась в опытных 

группах при использовании разбавителя OptiXcell и МСК.  
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Результаты оценки жизнеспособности сперматозоидов баранов в 

процессе криоконсервации и в течение четырехчасовой инкубации после 

оттаивания отражены на рисунке 11.  

 

 

Рисунок 11 – Результаты оценки жизнеспособности сперматозоидов 

баранов в процессе криоконсервации и в течение четырехчасовой 

инкубации после оттаивания (n=10). 

Примечание: * - p≤0,01 (достоверно по сравнению с результатами после 

разбавления). 

 

Согласно данным рисунка 11, достоверное сокращение количества 

жизнеспособных сперматозоидов баранов после проведения глубокой 

заморозки и оттаивания было зарегистрировано во всех исследуемых группах. 

При этом разница значений после оттаивания (0, 2 и 4 часов) в контрольной 

группе составляла 1,3; 1,4 и 1,6 раз (p≤0,01); в опытных группах – 1,3; 1,4 и 1,5 

раз (p≤0,01) по сравнению с результатами после разбавления образцов спермы.  

Результаты оценки целостности акросомальной мембраны 

сперматозоидов баранов до и после криоконсервации представлены на рисунке 
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Анализ данных, полученных в результате оценки целостности акросомы, 

указывает на одинаковую тенденцию к сокращению количества 

сперматозоидов с интактными акросомами после оттаивания образцов. В 

контрольной группе разница значений между показателями после разбавления 

и оттаивания (0,2 и 4 часа) составляла 1,3; 1,4 и 1,7 (p<0,01) раз. В первой 

опытной группе наблюдалась такая же тенденция с небольшой разницей при 

сравнении значений на 4-й час инкубации (1,6 раз, p<0,01), во второй группе – 

напротив, 0 и 2 часа после оттаивания разница значений составляла 1,3 

(p<0,01) раза, на 4-й час инкубации разница была такой же, как и в контрольной 

группе.  

 

 

Рисунок 12 – Результаты оценки целостности акросомы 

сперматозоидов баранов до и после криоконсервации (n=10). 

Примечание: * - p<0,01(достоверно по сравнению с результатамипосле 

разбавления). 
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запах, объем в среднем составлял 0,8±0,05 мл, концентрация – 7,51±0,85 млрд. 

Кроме того, после взятия и охлаждения спермы были определены следующие 

морфофункциональные особенности: количество прогрессивно двигающихся 

сперматозоидов – 75,38±2,25 % и 81,30±1,67 %, количество сперматозоидов 

без дефектов – 57,70±1,84 %  и 51,10±1,75 %, количество жизнеспособных 

сперматозоидов – 73,29±2,77  % и 75,00±3,50 % соответственно.  

Результаты влияния МСК из жировой ткани и костного мозга баранов на 

морфофункциональные характеристики сперматозоидов после 

криоконсервации отражены на рисунках 13-16.  

 

 

Рисунок 13 – Результаты оценки жизнеспособности сперматозоидов 

баранов в процессе шестичасовой инкубации с МСК (ЖТ и КМ) (n=10). 

Примечание: * - p<0,01, ** - p≤0,05 (достоверно по сравнению с результатами 0 

часов инкубации спермы). 
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1,3 (p<0,01), 2,1 (p<0,01) раз; в первой опытной группе (МСК КМ) – 1,3 

(p<0,01), 1,5 (p<0,01), 2,1(p<0,01) раз; во второй опытной группе (МСК ЖТ) – 

1,2 (p<0,01), 1,5 (p<0,01), 2,1 (p<0,05) раз соответственно. Таким образом, 

наиболее выраженная потеря жизнеспособности, а также способности 

клеточной мембраны выдерживать осмотическое давление без разрыва 

наблюдались в опытных группах.  

При добавлении МСК из костного мозга в сперму баранов после 

криоконсервации (рисунок 14) наблюдалось увеличение количества 

нормальных сперматозоидов в 1,1 раза (p≤0,01) спустя 4 часа инкубации по 

сравнению с результатами в 2 часа. Кроме того, наибольшее количество 

нормальных сперматозоидов по окончании шестичасовой инкубации было 

зафиксировано в первой опытной группе (МСК КМ) и составило 44,2±2,75 %. 

Можно предположить, что данная разница связана с регенеративными 

свойствами МСК.  Наиболее выраженная тенденция к сокращению количества 

нормальных сперматозоидов наблюдалась в контрольной и второй опытной 

(МСК ЖТ) группах после криоконсервации. Так, разница значений с 

показателями 0 часов инкубации в контрольной группе составила 1,1 раза 

(p≤0,05) спустя 2 и 4 часа, 1,2 раза (p≤0,01) спустя 6 часов инкубации; во 

второй опытной группе – 1,1 (p≤0,01) и 1,2 (p≤0,01) раза спустя 4 и 6 часов 

инкубации соответственно.  

При морфологической оценке сперматозоидов (рисунок 14) наибольшие 

изменения были зафиксированы в хвостовой части сперматозоидов, как 

следствие негативного воздействия низких температур. Было зафиксировано 

достоверное увеличение количества сперматозоидов с дефектами хвоста в 

контрольной группе в 1,1 (p≤0,01) 2 и 4 часа инкубации, в 1,3 (p≤0,01) раза 

спустя 6 часов инкубации по сравнению с показателями 0 часов инкубации. 

Подобная тенденция наблюдалась и в опытных группах, при этом 

наиболее выраженные изменения были зафиксированы во второй опытной 

группе (МСК ЖТ) на протяжении всех этапов исследований. Разница значений 

составила 1,1 раза (p≤0,05) по сравнению с результатами 0 часов инкубации. 
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При инкубации сперматозоидов с МСК из костного мозга наблюдалось 

сокращение количества половых клеток с дефектами хвостов по результатам 

исследований 4 – 2 часа инкубации. При этом разница значений составила 1,3 

раза (р=0,0001). Таким образом, полученные данные оценки морфологии 

сперматозоидов баранов после криоконсервации указывают на 

положительный пролонгированный регенеративный эффект МСК из костного 

мозга на структурную целостность половых клеток.  

 

 

Рисунок 14 - Результаты оценки морфологии сперматозоидов 

баранов в процессе шестичасовой инкубации с МСК (n=10). 

Примечание: * - p<0,01, ** - p≤0,05 (достоверно по сравнению с результатами 0 

часов инкубации спермы). 

 

Результаты оценки прогрессивности движений сперматозоидов после 

криоконсервации, находящихся в различных средах, в процессе шестичасовой 

инкубации, отражены на рисунке 15. 
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первой опытной (МСК КМ) группах  была зафиксирована одинаковая 

достоверная динамика изменений, а именно: сокращение количества 

прогрессивно двигающихся сперматозоидов спустя 4 часа инкубации в 1,3 

(p<0,01) и 2,9 (p<0,01) раз и, напротив, восстановление двигательной 

активности и увеличение процента прогрессивно двигающихся 

сперматозоидов на 1,45 % (контрольная группа) и 15,25 % (опытная группа 

МСК КМ) через 2 часа исследований.  

 

 

Рисунок 15 – Динамика прогрессивности движений сперматозоидов 

баранов в процессе шестичасовой инкубации с МСК (n=10). 

Примечание: * - p<0,01 (достоверно по сравнению с результатами 0 часов 

инкубации спермы). 

 

При этом разница значений с показателями 0 часов инкубации в 

контрольной группе составила 1,3 раза (p<0,01), в первой опытной группе - 1,4 

раза (p<0,01). 

Во второй опытной группе (МСК ЖТ) отмечалось сокращение 

количества прогрессивно двигающихся сперматозоидов в 1,6 (p<0,01), 2,7 
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(p<0,01) и 2,9 (p<0,01) раз спустя 2, 4 и 6 часов инкубации после 

криоконсервации.  

Таким образом, наиболее выраженное сохранение двигательной 

активности сперматозоидов на протяжении шестичасовой инкубации спермы 

после криоконсервации наблюдалось в контрольной группе. Стоит отметить 

положительное влияние МСК из костного мозга в аспекте их 

восстановительных и регенеративных свойств на структуру клетки.  

Результаты оценки целостности акросомы сперматозоидов отражены на 

рисунке 16.  

 

 

Рисунок 16 - Результаты оценки целостности акросомы 

сперматозоидов баранов в процессе шестичасовой инкубации с МСК 

(n=10). 

Примечание: * - p<0,01 (достоверно по сравнению с результатами 0 часов 

инкубации спермы). 
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данными 0 часов была следующей: контрольная группа – 1,1; 1,5 и 1,9 раз 

(p<0.01); первая опытная группа (МСК КМ) – 1,1; 1,3 и 1,7 раз (p<0.01); вторая 

опытная группа (МСК ЖТ) – 1,1 и 2,3 (p<0.01) раз соответственно. 

Наибольшее количество сперматозоидов с интактными акросомами 

отмечалось в первой опытной группе при шестичасовой инкубации с МСК из 

костного мозга.  

Таким образом, было обнаружено положительное влияние МСК в 

аспекте их восстановительных и регенеративных свойств на структуру клетки. 

Так, на второй и четвертый часы инкубации образцов в готовой среде с 

добавлением МСК ЖТ было зарегистрировано увеличение количества 

нормальных сперматозоидов (36,10±3,75 % и 36,00±2,61 %) во второй опытной 

группе и снижение количества сперматозоидов с дефектами головок на 

четвертый час инкубации по сравнению с данными 0 часов (34,50±2,40 %). При 

этом наблюдалось снижение двигательной активности в 1,6 (p<0,01), 2,7 

(p<0,01) и 2,9 (p<0,01) раз спустя 2, 4 и 6 часов инкубации после 

криоконсервации (Пушкина, В. С. с соавтор. 2024.).  

 

2.2.4 Выделение, накопление и криоконсервация мезенхимальных 

стволовых клеток баранов 

Жировую ткань (ЖТ) и костный мозг (КМ) получали после убоя баранов 

в частном хозяйстве Ленинградской области. ЖТ вырезали в области 

брюшины сразу после убоя. Образцы помещали в стерильную пробирку с 10 

мл транспортировочной среды - PBS, содержащий пенициллин и 

стрептомицин (Gibco, США). Пробирки с биоматериалом доставляли в 

лабораторию при 8 °С в течение 3 ч. В условиях ламинарного бокса жировую 

ткань тщательно промывали стерильным буфером PBS с добавлением высоких 

концентраций цефтриаксона и амфотерицина В (Синтез, Россия), измельчали 

при помощи микроножниц. Полученную взвесь переносили в пробирку, затем 

в нее добавляли раствор коллагеназы (тип 2) (ПанЭко, Россия) из расчета 500 

ед/мл и инкубировали 45 мин при 37 °С при постоянном помешивании. По 
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окончании инкубации, клетки осаждали центрифугированием. Жидкую фазу с 

крупными кусками ткани и зрелыми жировыми клетками удаляли пипеткой 

Пастера, осадок ресуспендировали в среде αMEM. Полученную суспензию 

фильтровали через сетчатый фильтр с размером пор 100 мкм, фильтрат вновь 

центрифугировали, полученный осадок разводили средой αMEM:FBS (9:1) с 

добавлением 50 ед/мл пенициллина и 50 мкг/мл стрептомицина и высевали в 

культуральные флаконы (SPLLifeSciences, Корея). Полученные культуры 

помещали в СО2- инкубатор и растили при температуре 37 °С и содержании 5 

% СО2. Через 24 ч ростовую среду с неприкрепившимися клетками удаляли, 

флаконы несколько раз тщательно промывали PBS с добавлением 

антибиотиков и снова добавляли аналогичную ростовую среду. Смену среды 

производили каждые 72 ч. Из 3 образцов жировой ткани, полученных от 3-х 

баранов, из 1-го жизнеспособные клетки не выделились, 2-ой и 3-й 

сформировали конфлюэнтный монослой к 10 суткам после выделения. После 

1-го пересева культура, полученная из 2-го образца, имела скрытую 

контаминацию и, несмотря на промывание раствором с использованием 

увеличенной концентрации антибиотиков и антимикотиков, погибла. 

Культура, полученная из 3го образца, сформировала конфлюэнтный монослой 

за 96 ч во всех флаконах. Клетки были вновь пересеяны и через 72 ч во всех 

флаконах был сформирован 90 % монослой. Из всех клеток, собранных на 2-м 

пассаже, был получен общий пул. Оттуда были посеяны клетки в 24-луночные 

планшеты для проведения мультилинейной дифференцировки и во флакон на 

ростовую среду αMEM:FBS (9:1) без антибиотиков. Остальные клетки были 

заморожены в концентрации 2х106 кл/мл по 1 мл в криопробирке. Был 

использован следующий протокол замораживания: инкубация при комнатной 

температуре 30 мин, 1 час при -20 ° С, затем на 1 час в пары жидкого азота (- 

80 °С), после чего поместили в сосуд Дьюара в жидкий азот (-196 °С). Данный 

протокол 3х этапного замораживания является универсальным для 

большинства адгезивных культур при отсутствии морозильного ларя, 

поддерживающего температуру - 80 °С. В результате удается обеспечить 
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снижение температуры в среднем на 1 °С /мин до -80 °С, что обеспечивает 

формирование кристаллической решетки льда, не повреждающей мембраны 

клетки и внутриклеточных структур. Через 5 суток 1 образец был разморожен 

согласно принятому протоколу – в течение 30 сек на водяной бане с 

температурой 40 °С. Клетки были высеяны в ростовую среду αMEM:FBS (9:1) 

без антибиотиков.  

КМ брали из бедренной кости иглой для аспирации костного мозга и 

переносили в стерильную пробирку с гепарином. Пробирки с биоматериалом 

доставляли в лабораторию при 8 °С в течение 3 ч. В условиях ламинарного 

бокса образцы КМ разводили 1:1 буфером PBS с высоких концентраций 

цефтриаксона и амфотерицина В, инкубировали при комнатной температуре 5 

мин, затем центрифугировали, надосадочную жидкость удаляли, осадок 

разводили стерильным раствором PBS с добавлением пенициллина и 

стрептомицина. Отмывание клеток проводили еще раз аналогичным образом. 

Полученный осадок разводили средой αMEM:FBS (9:1) с добавлением 

пенициллина и стрептомицина и высевали в культуральные флаконы 

(SPLLifeSciences, Корея). Через 24 ч, ростовую среду с неприкрепившимися 

клетками удаляли, флаконы несколько раз тщательно промывали PBS с 

добавлением пенициллина и стрептомицина и снова добавляли аналогичную 

ростовую среду. Процедуру повторяли еще через 24 ч культивирования. В 

дальнейшем смену среды производили каждые 72 ч. Монослой формировался 

к 10 суткам после выделения. Культуры, полученные из образцов 1 и 2, также 

оказались контаминированы, что выражалось в полной гибели клеток и бурном 

росте микроорганизмов (образец 1) и чрезвычайно низкой скорости роста 

(образец 2), что также говорит о скрытой контаминации. Из 3 образца была 

получена культура МСК КМ с хорошей скоростью роста и морфологией 

клеток. В дальнейшем МСК пассировали для увеличения количества, 

высевали в планшеты для проведения дифференцировки, переводили на среду 

без антибиотиков и криоконсервировали-размораживали для проверки 
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жизнеспособности описанным для МСК ЖТ способом. Всего было 

депонировано 16 криопробирок МСК ЖТ и 18 криопробирок МСК КМ. 

Таким образом, 2-ой и 3-й образцы сформировали конфлюэнтный 

монослой к 10 суткам после выделения. Полученные данные указывают на то, 

что в обоих флаконах монослой был сформирован за 72 ч. Соответственно, 

использованный протокол замораживания-оттаивания обеспечивает высокую 

жизнеспособность клеток и подходит для криоконсервирования МСК барана 

(Pushkina, V. S. et al., 2025).  

 

2.2.5 Определение предельных пассажей культивирования, 

морфологичексих и функциональных особенностей мезенхимальных 

стволовых клеток баранов 

 Для построения кривой роста и расчета времени удвоения популяции 

производили регулярный посев клеток в количестве 5х104 кл/матрас, что 

соответствует 2 кл/см2, и подсчет снятых клеток через 72-96 ч роста. Исходя из 

этих данных были посчитаны индекс пролиферации (ИП) – отношение 

количества выросших клеток (Nt) к количеству посеянных (N0) и время 

удвоения популяции, которое рассчитывалось по формуле td= t/log2 (Nt/N0), 

где t – время роста культуры, ч. Пик скорости пролиферации клеток 

приходится на 15-25 пассажи. Время удвоения популяции составляет на 

начальном этапе культивирования (3-6 пассажей) для обеих культур 20-26 ч, на 

пике роста 10-14 ч, и к текущему пассажу роста культур (37 пассаж) – 13-16 ч. 

Проведенные исследования выявили, что скорость роста культуры МСК ЖТ 

ниже, чем МСК КМ. 

В культуре МСК ЖТ наблюдались клетки с фибробластоподобной 

морфологией, встречались мелкие округлые клетки, единичные колонии 

полигональных клеток эпителиоподобной морфологии и единичные большие 

плоские клетки. В культуре МСК КМ присутствовали кроме 

фибробластоподобных клетки округлой формы разного размера, вероятно 

адгезивная фракция ГСК (гемопоэтические стволовые клетки). К 4-му пассажу 
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обе культуры стали однородными, все посторонние клетки элиминировались. 

Форма клеток стала фибробластоподобной с характерными 2-4 отростками, в 

зависимости от плотности клеток в месте наблюдения. Отмечено также, что 

МСК ЖТ были крупнее МСК КМ. Все различия между культурами стали не 

видны к 15-му пассажу, когда культуры активно пролиферировали и плотность 

монослоя стала высокой. 

На 30-м пассаже было проведено окрашивание монослоя красителями 

Oil Red O и ализариновым красным для идентификации клеток, которые могли 

самостоятельно дифференцироваться. Окрашенных клеток ни в одном 

варианте обнаружено не было. 

Таким образом, морфология клеток в обеих культурах на 0-3-м пассаже 

была гетерогенной. А также, несмотря на большой пассаж клетки сохранили 

свои стволовые характеристики (Pushkina, V. S. et al., 2025).  

 

2.2.6 Результаты кариологического анализа и направленной 

дифференцировки мезенхимальных стволовых клеток 

Для кариологического анализа клетки МСК ЖТ на стадии 

логарифмического роста обрабатывали 0,6 мкг/мл колхицина в среде в течение 

2 ч при 37 °С в СО2-инкубаторе. Делящиеся клетки снимали. После обработки 

гипотоническим 0,56 %-ным раствором KCl в течение 15 мин при 37 °С клетки 

осаждали центрифугированием. МСК фиксировали смесью метанола и 

ледяной уксусной кислоты (3:1). Полученную суспензию использовали для 

приготовления хромосомных препаратов. Результат кариологического анализа 

культуры на 3 пассаже показал, что модальное число хромосом составляет 54 

и соответствует диплоидному набору хромосом этого вида животного.  

Для проведения адипогенной дифференцировки культуры МСК ЖТ и 

МСК КМ высевались в концентрации 3х104кл/лунку. Для проведения 

остеогенной дифференцировки культуры МСК ЖТ и МСК КМ высевались в 

концентрации 6х104кл/лунку. В контрольных лунках всех планшетов 

культивирование проводили в среде DMEMHG (Gibco, США) с добавлением 
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15 % FBS, 1 % L-глутамина, 50 ед/мл пенициллина и 50 мкг/мл стрептомицина. 

В лунках, где планировалось проведение дифференцировки, клетки 

культивировались в среде DMEMHG (Gibco, США) с добавлением 10 % FBS, 

1 % L-глутамина, 50 ед/мл пенициллина и 50 мкг/мл стрептомицина. 

Адипофакторы – 0,5 мМ 3-изобутил-1-метилксантина, 1мкМ дексаметазона, 1 

мкМ инсулина, 0,2 мМ индометацина – вносили в соответствующие планшеты 

через 24 ч. Дифференцировка проводилась в течение 14 суток. Затем из лунок 

удаляли ростовую среду, монослой промывали раствором PBS, фиксировали 1 

мл раствора NBF 1 час при комнатной температуре, после чего снова 

промывали PBS. Затем вносили рабочий раствор (приготовленный согласно 

инструкции производителя) OilRedO (Sigma, Германия), инкубировали 20 

минут при комнатной температуре, краситель удаляли, а клетки промывали 

PBS. Остеофакторы – 2 мМ L-глутамина, 50 мкг/мл аскорбиновой кислоты, 10 

мкМ дексаметазона и 10 мМ β-глицерофосфата – вносили в соответствующие 

планшеты через 24 ч. Инкубировали в течение 21 суток. Затем из лунок 

удаляли ростовую среду, монослой промывали раствором PBS, фиксировали 

добавлением 1 мл 70 % этилового спирта на 1 ч при комнатной температуре, 

после чего лунки двукратно промывали водой. Затем добавляли по 300 мкл 

красителя ализаринового красного, инкубировали 20 минут при комнатной 

температуре, удаляли краситель и снова промывали водой. Результаты 

окрашивания оценивали с помощью инвертированного светового микроскопа. 

В клетках МСК КМ окрашивание выявило интенсивную остеогенную 

дифференцировку. Для культур, которые не смогли дифференцироваться в 

заданных направлениях был сделан вывод о необходимости проведения 

подбора протоколов с другими концентрациями уже использованных факторов 

дифференцировки, введением дополнительных дифференцирующих 

факторов, увеличением времени инкубации с адипо- и остеофакторами или 

использования готовых коммерческих сред. 

Таким образом, использованный протокол дифференцировки в 

адипогенном направлении не вызвал направленной дифференцировки обеих 
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культур МСК барана, так как клеток, окрашенных красителем OilRedO, не 

наблюдалось. После проведения остеогенной дифференцировки, в препаратах 

культуры МСК ЖТ окрашенных клеток не наблюдалось. Анализ клеток на 10-

м пассаже показал, что 100 % полученных метафазных пластинок все еще 

имели диплоидный кариотип 54 XY. Не наблюдалось пластинок с потерями 

или удвоением отдельных хромосом, а также полиплоидией (Pushkina, V. S. et 

al., 2025).  
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Глава 3. ОБСУЖДЕНИЕ ПОЛУЧЕННЫХ РЕЗУЛЬТАТОВ 

Криоконсервация - процедура заморозки и длительного хранения 

сперматозоидов в условиях сверхнизких температур (Волкова, Л. А. и Волкова, 

Н. А., 2025). 

 Процесс криоконсервации снижает качество спермы из-за различных 

криоповреждений (ультраструктурные, биохимические и термические), что 

приводит к изменению уровня фертильности после разморозки (Rizkallah, N. 

et al., 2022; Пушкина, В. С. и Корочкина, Е. А., 2023). 

Во время криоконсервации сперматозоиды подвергаются значительным 

рискам, включая образование внутриклеточных кристаллов льда, холодовой 

шок и производство избыточных реактивных форм кислорода. Эти факторы 

могут нарушить клеточные мембраны, митохондрии и целостность хроматина, 

что приводит к повреждению ДНК (Mokarizadeh, A. et al., 2013; Айбазов, М. 

М. и Мамонтова, Т. В., 2020; Корочкина, Е. А. с соавтор., 2023). 

Важным аспектом является подбор корректного протокола 

криоконсервации (Сембаева, А. И. с соавтор., 2022). К примеру, 

центрифугирование сперматозоидов является распространенной процедурой 

при обработке эякулята в протоколах вспомогательных репродуктивных 

технологиях в рамках методов анализа, отбора или сохранения спермы 

(Корочкина, Е. А., 2025). Тем не менее, данная процедура может привести к 

большой потере эякулята и вызвать пагубное воздействие на функцию 

сперматозоидов баранов.  По данным Neila-Montero, M. et al., (2022), протокол 

без негативного воздействия на физиологический статус сперматозоидов 

(P>0,05) был достигнут при 1200×g, так как 6000×g 

индуцировал повреждение подвижной части сперматозоидов 

(P≤0,05). Повреждение, нанесенное при 6000×g, сохранялось с течением 

времени, что совпадало с более низкой фертильностью (P≤0,05). 

Соответственно, сперматозоиды можно центрифугировать до 1200×g в течение 

10 минут при температуре 15 °C в качестве безопасных значений с высокой 

скоростью восстановления и без пагубного воздействия на качество спермы. В 
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нашем исследовании мы использовали более щадящие режимы - 700 об/мин в 

течение 15 минут, для предоствращения негативного воздействия на структуру 

половых клеток. Далее удаляли семенную плазму, поскольку исследованиями 

было выявлено отрицательное воздействие семенной жидкости на 

подвижность сперматозоидов и их выживаемость после замораживания-

оттаивания (Graham, J. K., 1994; Palomo, M. J. et al., 2017). Семенная плазма 

содержит белки, низкомолекулярные соединения, электролиты, такие как Na+, 

K+, Ca2+ и тяжелые металлы, которые могут быть контрпродуктивными и 

снижать выживаемость сперматозоидов в процессе криоконсервации спермы 

(Garcia, M. A. и Graham, E. F., 1987; Martí, Е. et al., 2006; Белобороденко, А. М. 

с соавтор., 2015). Влияние плазмы на качество спермы и ее жизнеспособность 

широко обсуждалось различными авторами (Manjunath, Р. et al., 2002; Айбазов, 

А. М. 2003; Ledesma, А. et al., 2016; Иолчиев, Б. С. с соавтор., 2020; Bartmer, 

М. et al., 2023).  

Было высказано предположение, что удаление семенной жидкости в 

качестве предподготовки к криоконсервации может быть полезным для 

хранения спермы (L. Höfner et al., 2020; Neila-Montero, M., 2024).  

Скорость охлаждения также является одним из важных факторов в 

процессе криоконсервации спермы, влияя на общую эффективность 

замораживания. Высота материала над парами азота и время инкубации могут 

существенно повлиять на скорость охлаждения. Соответствующие скорости 

охлаждения могут свести к минимуму образование кристаллов льда в 

сперматозоидах (L. Zhang et al., 2024).  

В своих исследованиях мы использовали двухступенчатую заморозку с 

предварительным охлаждением при температуре + 4 °С в течение 1,5 часов. 

Протокол заморозки включал в себя: 1 шаг – 4 см над жидким азотом на 10 

минут (-70 °С); 2 шаг – полное погружение в жидкий азот.  

Согласно проведенной апробации протокола криоконсервации спермы 

были получены следующие результаты: статистически значимая разница 

значений прогрессивности движений сперматозоидов с тенденцией к их 
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снижению наблюдалась после оттаивания: на 22,6 % - 0 часов после 

оттаивания (p≤0,01), на 24,8 % - 1 час после оттаивания (p≤0,05), на 33,7 % - 2 

часа после оттаивания (p≤0,01). Выбранный протокол криоконсервации 

обеспечил прогрессивность движений сперматозоидов в течение 2-х и более 

часов после оттаивания. 

Полученные значения показателей спермы баранов после оттаивания 

указывают на выраженную сезонную особенность криоконсервации спермы 

баранов, в частности, низкую эффективность глубокого замораживания 

(апрель-май), и согласуются с результатами исследований Айбазова, А. М. 

(2022), а также Saha, A. et al. (2022).  Впервые были выделены и изучены МСК 

из костного мозга и жировой ткани. В культуре МСК ЖТ наблюдались клетки 

с фибробластоподобной морфологией, встречались мелкие округлые клетки, 

единичные колонии полигональных клеток эпителиоподобной морфологии и 

единичные большие плоские клетки. В культуре МСК КМ присутствовали, 

кроме фибробластоподобных клеток, клетки округлой формы. К 4-му пассажу 

обе культуры стали более однородными, все сторонние клетки 

элиминировались. Клетки культуры были фибробластоподобными с 

характерными 2-4 отростками, в зависимости от плотности монослоя в месте 

наблюдения. Отмечено также, что визуально МСК ЖТ были крупнее МСК КМ. 

Все различия между культурами нивелировались к 15-му пассажу, когда 

культуры активно пролиферировали и монослой приобрел большую степень 

насыщения. При проведении индукции культур МСК в адипогенном и 

остеогенном направлениях было показано, что МСК, выделенные из разных 

источников ЖТ и КМ, требовали разное время для дифференцировки в том или 

ином направлении. Использованные в работе протоколы выделения МСК из 

разных тканей, культивирования и дифференцировки стабильно позволяют 

получать популяции МСК как из жировой ткани, так и из костного мозга. 

Проведенные нами исследования вносят вклад в понимание межвидовых 

особенностей МСК in vitro, а также является основой для планирования 

практического применения МСК овец в различных сферах. Принимая во 
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внимание положительный опыт применения МСК в гуманной медицине, 

главным образом в аспекте их регенеративных свойств, данные клетки могут 

быть использованы также в ветеринарной медицине. К примеру, применение 

МСК, полученных из пуповины, жировой ткани и костного мозга, 

способствовало восстановлению фертильности спермы самцов (Hajihoseini, 

M. et al., 2017).  

Проведенное нами исследование также указывает на выраженный 

регенеративный эффект при использовании МСК из костного мозга и жировой 

ткани. Установленное нами увеличение количества морфологически 

нормальных сперматозоидов с сохранением подвижности было чаще 

зарегистрировано в опытных группах с МСК, также, как и количество с 

интактной акросомой, что, вероятно, свидетельствует о влиянии выделяемых 

веществ клетками. МСК из ЖТ при добавлении в нативный эякулят барана-

производителя оказали пролонгированное положительное влияние на 

двигательную активность сперматозоидов. Увеличение в 1,1 раза числа 

прогрессивно двигающихся клеток отмечали через 1 и 2 часа после получения 

образцов. МСК из костного мозга в количестве 2х106 кл/мл сохраняли 

двигательную активность в течение первого часа после получения спермы. Что 

касается процесса заморозки-оттаивания, то при добавлении МСК из костного 

мозга в сперму баранов после криоконсервации наблюдалось увеличение 

количества нормальных сперматозоидов в 1,1 раза (p≤0,01) спустя 4 часа 

инкубации. Кроме того, наибольшее количество нормальных сперматозоидов 

по окончании шестичасовой инкубации было зафиксировано в первой 

опытной группе (МСК КМ) и составило 44,2±2,75 %. Что касается влияния 

МСК из ЖТ во время криоконсервации, то на второй и четвертый часы 

инкубации образцов в готовой среде и МСК ЖТ было зарегистрировано 

увеличение количества нормальных сперматозоидов (36,10±3,75 % и 

36,00±2,61 %) и снижение количества сперматозоидов с дефектами головок на 

четвертый час инкубации по сравнению с данными 0 часов (34,50±2,40 %). В 

вопросе сохранения целостности акросомы, хороший эффект оказали МСК 
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КМ, снижение количества всего в 1,1; 1,3 и 1,7 раз (p<0.01). Факторы роста, 

цитокины, хемокины, компоненты внеклеточного матрикса и продукты 

метаболизма были признаны функциональными молекулами МСК (Паюшина, 

О. В., 2006; Лыков, А. П., 2023). Данные секреторные факторы способствуют 

иммунной модуляции, ремоделированию тканей и клеточному гомеостазу во 

время регенерации (Y. Han et al., 2022). 

Установленный нами регенераторный эффект МСК согласуется с 

результатами других исследований. Так, было изучено влияние МСК на 

сперматозоиды кабана и крысы. Результаты исследования показали, что в 

течение 12 часов инкубации МСК способствовали выживанию 

сперматозоидов кабана и поддержанию их подвижности на 60-80 % (в 

зависимости от разбавителя) по сравнению с контролем (E. Zakirova et al., 

2023). В другой работе исследовали влияние экзосом МСК при 

криоконсервации семени кобелей. Результаты показали, что группа с 

добавлением МСК имела значительно более высокую общую подвижность 

(60,31±6,12 %), прогрессивную подвижность (22,09±3,34 %), целостность 

плазматической мембраны (66,94±2,24 %) и жизнеспособность (70,88±1,95 %) 

по сравнению с другими группами (P<0,05). Кроме того, скорость упаковки 

хроматина была выше в группе с МСК (91,33±0,61 %, P<0,05) (Tanrıkulu, M. D. 

et al., 2025).  

В области андрологии многочисленными исследованиями было 

уставлено положительное влияние МСК на морфофункциональные показатели 

сперматозоидов. Нами было обнаружено благоприятное влияние МСК в 

аспекте их восстановительных и регенеративных свойств на структуру клетки 

(увеличение процента подвижных сперматозоидов с сохранением 

морфологической целостности). Вместе с тем, механизм влияния 

внеклеточных и внутриклеточных компонентов МСК остается открытым. 
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Глава 4. ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

4.1 ВЫВОДЫ 

1. Эффективным протоколом криоконсервации спермы баранов-

производителей романовской породы является: центрифугирование (режим: 

700 об/мин в течение 15 минут), удаление семенной плазмы, разбавление 1:4 

OptiXcell, охлаждение при температуре + 4 °С в течение 1,5 часов. Протокол 

заморозки: 1 шаг – 4 см над жидким азотом на 10 минут (-70 °С); 2 шаг – полное 

погружение в жидкий азот.  

2. Особенностями МСК ЖТ является фибробластоподобная 

морфология, наличие мелких округлых клеток, единичных колоний 

полигональных клеток эпителиоподобной морфологии и единичных больших 

плоских клеток. Для МСК КМ характерным является клетки округлой формы 

разного размера, вероятно адгезивная фракция ГСК (гемопоэтические 

стволовые клетки).   

3. Протоколом использования МСК в аспекте улучшения качественных 

показателей спермы баранов является концентрация МСК (ЖТ, КМ, КР МСК) 

- 2х106 кл/мл и сперматозоидов - 7х108 кл/мл.  

4. Установлен выраженный регенеративный эффект МСК в качестве 

компонента разбавителя при криоконсервации: наибольшее количество 

морфологически нормальных сперматозоидов было зарегистрировано в 

группе МСК ЖТ в 1,3 (2 и 4 часов, p≤0,05 и p<0,01) по сравнению с 

результатами после разбавления образцов спермы; в течение 4-х часов после 

оттаивания было зафиксировано сокращение количества прогрессивно 

двигающихся сперматозоидов – 4,7 раз (МСК КМ, p<0,01) и 3,1 раз (МСК ЖТ, 

p<0,01) раз, в то время как в контрольной группе в 8,9 раз (4 часа после 

оттаивания,p<0,01) раз.  

5. Был зафиксирован выраженный регенеративный эффект МСК из КМ 

на функциональную целостность размороженных сперматозоидов, в 

частности, восстановление двигательной активности и увеличение процента 
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прогрессивно двигающихся сперматозоидов на 1,45 % (контрольная группа) и 

15,25 % (опытная группа МСК КМ) через 2 часа исследований.  

 

4.2 ПРАКТИЧЕСКИЕ ПРЕДЛОЖЕНИЯ 

1. Перед проведением процесса замораживания-оттаивания эякулята 

баранов-производителей необходимо выполнить тщательную подготовку 

семени, ее оценку, центрифугирование (режим: 700 об/мин в течение 15 минут) 

с удалением плазмы, разбавление 1:4 OptiXcell (IMV, Франция), охлаждение 

при температуре + 4 °С в течение 1,5 часов. Протокол заморозки: 1 шаг – 4 см 

над жидким азотом на 10 минут (-70 °С); 2 шаг – полное погружение в жидкий 

азот 

2. Благодаря регенеративному эффекту МСК рекомендуем использовать 

в качестве средового компонента разбавителя для криоконсервации, а также в 

качестве реабилитационной среды без значительной потери 

морфофункциональных характеристик сперматозоидов баранов-

производителей. При этом эффективным протоколом использования МСК и 

сперматзоидов концентрация МСК (ЖТ, КМ МСК) - 2х106 кл/мл и 

сперматозоидов - 7х108 кл/мл. 

3. Материалы исследований рекомендуем использовать при проведении 

научно-исследовательских работ по вопросам предподготовки семени, 

криоконсервации и использовании при искусственном осеменении овец на 

различных овцеводческих комплексах, в учебном процессе высших учебных 

заведений сельскохозяйственного профиля при изучении дисциплины 

«Акушерство, гинекология и биотехника размножения животных». 

 

4.3 РЕКОМЕНДАЦИИ И ПЕРСПЕКТИВЫ ДАЛЬНЕЙШЕЙ 

РАЗРАБОТКИ ТЕМЫ 

Перспективным направлением является масштабирование данных 

исследований с проведением следующих исследований:  



 88 

1. Выделение и характеристика линии МСК ЖТ баранов по 

мезенхимальным маркерам и способности к основным типам 

дифференцировки;  

2. Получение образцов кондиционированной среды МСК ЖТ в 

нескольких вариантах: полная среда, фракция микровезикул, среда без 

микровезикул;  

3. Получение характеристик белкового состава всех трех вариантов 

кондиционированной среды МСК ЖТ, что позволит определить 

потенциальные мишени, участвующие в криопротективном действии 

секретома МСК ЖТ;  

4. Установление влияния фракции микровезикул изолированного 

секретома МСК ЖТ на морфофункциональные показатели спермы баранов до 

и после криоконсервации; 

5. Получение характеристики белкового состава фракции микровезикул 

секретома МСК ЖТ баранов;  

6. Анализ спектра РНК в составе секретома МСК ЖТ баранов;  

7. Апробация искусственного осеменения овец разных пород на 

площадках по искусственному осеменению. 
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4.4 СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

МСК – мезенхимальные стволовые клетки 

КМ – костный мозг 

ЖТ – жировая ткань 

КС – кондиционированная среда 

КР – лизат 

PBS – фосфатны буферный раствор 

FBS – фетальная бычья сыворотка 
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