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Влияние внутриклеточного пероксида 
водорода на качественные показатели спермы 
петухов в цикле замораживания/оттаивания
РЕЗЮМЕ
Актуальность. Одним из факторов снижения общей подвижности после криоконсервации спермы 
петухов является влияние повышенной концентрации активных форм кислорода. Морфологические 
и биохимические особенности строения сперматозоидов птиц, делающие их более восприимчивы-
ми к процессу криоконсервации по сравнению со сперматозоидами млекопитающих, могут также 
являться причиной, по которой сперма птиц больше подвержена влиянию оксидативного стресса.

Методы. Цели. исследования — проследить изменение уровня внутриклеточных активных форм 
кислорода, в частности пероксида водорода (H2O2), в процессе криоконсервации спермы петухов, 
оценить его влияние на качественные показатели и жизнеспособность сперматозоидов. 

Результаты. Выявлена отрицательная корреляция (r = -0,68, p < 0,05) между внутриклеточным 
уровнем пероксида водорода и количеством мертвых клеток в нативной сперме. В замороженном 
(оттаянном) семени между данными показателями наблюдалась слабая взаимосвязь (r = -0,10). На-
блюдалось достоверное влияние уровня внутриклеточного пероксида водорода в свежеполученных 
эякулятах на общую подвижность замороженного (оттаянного) семени (r = -0,65, р < 0,05). Это по-
зволяет сделать предположение, что аналогично со сперматозоидами млекопитающих продуциро-
вание клетками повышенного количества активных форм кислорода (H2O2) в цикле замораживания 
(оттаивания) негативно сказывается на функциональном статусе митохондрий, которые, как извест-
но, являются основным источником энергии для сперматозоида, обеспечивающей работу кинетиче-
ского аппарата сперматозоида и его общей подвижности. Были получены данные по индивидуаль-
ной изменчивости содержания пероксида водорода в сперматозоидах петухов в возрасте 61 недели 
в цикле замораживания (оттаивания), позволяющие вести отбор петухов по этому показателю.
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Intracellular hydrogen peroxide’s effect on quality 
parameters of rooster sperm in freeze/thaw cycle
ABSTRACT
Relevance. One of the factors decreasing total motility after cryopreservation rooster’s sperm is influence 
of reactive oxygen species. Morphological and biochemical features of avian spermatozoa structure, which 
make them more susceptible to cryopreservation process compared to mammalian spermatozoa, may also 
be the reason why avian spermatozoa are more susceptible to oxidative stress. 

Methods. The purpose of the study is to trace the change in the level of intracellular reactive oxygen 
species, in particular hydrogen peroxide (H2O2), during the cryopreservation of rooster sperm, to assess its 
effect on the quality and viability of sperm. 

Results. A negative correlation (r.= -0.68, p < 0.05) was found between the intracellular level of hydrogen 
peroxide and the number of dead cells in native sperm. In the frozen (thawed) seed, a weak relationship 
was observed between these indicators (r = -0.10). There was a significant effect of the level of intracellular 
hydrogen peroxide in freshly obtained ejaculates on the overall mobility of frozen (thawed) semen (r = -0.65, 
p < 0.05). This allows us to assume that, similarly to mammalian spermatozoa, the production by cells of an 
increased amount of reactive oxygen species (H2O2) in the freezing (thawing) cycle negatively affects the 
functional status of mitochondria, which, as is known, are the main source of energy for the sperm, ensuring 
the operation of the kinetic apparatus of the sperm and its general mobility. Data were obtained on the 
individual variability of the hydrogen peroxide content in the sperm of roosters at the age of 61 weeks in the 
freezing (thawing) cycle, allowing the selection of roosters according to this indicator.
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3 Ленинградская криозащитная среда, разработка ВНИИГРЖ (авторское свидетельство № 1130339).
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Введение/Introduction
Для сохранения генетических ресурсов сельскохо-

зяйственных птиц in.vitro разработаны методики хране-
ния спермы петухов и примордиальных зародышевых 
клеток в условиях сверхнизких температур. На данный 
момент самым распространенным методом является 
криоконсервация спермы [1].

Исследования в области замораживания спермато-
зоидов птиц в условиях сверхнизких температур нача-
лись более 70 лет назад [2], и за это время были раз-
работаны и опробованы протоколы криоконсервации, 
отличающиеся скоростью фазового перехода семени 
от жидкого состояния к твердому, использованы крио-
протекторы проникающего и непроникающего типа 
действия, опробованы разбавители, отличающиеся 
компонентным составом [3–6].

На данный момент криоконсервация спермы пету-
хов — единственный неинвазивный и наименее доро-
гой в реализации метод in. vitro, доступный на сегод-
няшний день, позволяющий сохранять редкие генотипы 
птиц [7, 8].

Несмотря на многолетние исследования по разра-
ботке и модернизации протоколов криоконсервации 
спермы петухов, до сих пор не существует стандарти-
зированной методики, обеспечивающей стабильные и 
высокие показатели фертильности [9, 10].

Основной проблемой криоконсервации спермы птиц 
по-прежнему остается низкая общая подвижность за-
мороженных (оттаянных) сперматозоидов в сравнении 
с другими сельскохозяйственных животными [11].

Одной из причин снижения общей подвижности по-
сле криоконсервации спермы петухов может быть влия-
ние повышенной концентрации образующихся активных 
форм кислорода. Известно, что супероксидный анион — 
радикал О2

– — и пероксид водорода H2O2 являются наи-
более распространенными активными формами кисло-
рода (АФК). В малых концентрациях они способствуют 
капацитации сперматозоидов [12, 13], гиперактивации 
и целостности акросом [14], в то время как высокие 
концентрации АФК увеличивают степень фрагментации 
ДНК [15, 16] и снижают общую подвижность спермато-
зоидов, что было показано в исследованиях, проведен-
ных на семени человека, лошади и свиньи [17–20].

Морфологические и биохимические особенности 
строения сперматозоидов птиц, делающие их более 
восприимчивыми к процессу криоконсервации по срав-
нению со сперматозоидами млекопитающих [21], могут 
также являться причиной, по которой сперма птиц боль-
ше подвержена влиянию оксидативного стресса.

Согласно ряду исследований, липидный состав плаз-
матической мембраны сперматозоидов имеет суще-
ственные отличия от состава мембран соматических 
клеток и содержит высокие концентрации эфирных 
липидов и стеролов [22, 23]. В отличие от сперматозо-
идов млекопитающих, в сперматозоидах птиц мало ци-
топлазматических антиоксидантов, а мембраны богаты 
полиненасыщенными жирными кислотами [24–26].

Данная особенность строения плазматической мем-
браны спермиев делает сперму птиц восприимчивой к 
свободнорадикальному окислению липидов [27], ре-
зультатом процесса перекисного окисления липидов 
являются снижение текучести мембран, облегчение 
перехода молекул фосфолипидов из одного монослоя 

мембран в другой, увеличение проницаемости мембран 
для различных субстанций (K+, Ca2+ и т. д.), ковалентная 
модификация и изменение функциональной активности 
мембранных протеинов, рецепторов, энзимов и ионных 
каналов. Некоторые из продуктов перекисного окисле-
ния полиненасыщенных жирных кислот оказывают вы-
раженное цитотоксическое действие1.

Антиоксидантная способность сперматозоидов низ-
ка, но ферментативные и неферментативные антиок-
сиданты семенной плазмы защищают сперму от окис-
лительного стресса, нивелируя влияние свободных 
радикалов [28, 29]. Однако, когда концентрация АФК 
превышает возможности антиоксидантных систем кле-
ток, свободные радикалы повреждают макромолекулы, 
такие как ДНК, белки и липиды, могут влиять на образо-
вание митохондриальной АТФ [30], что в конечном итоге 
приводит к снижению фертильности спермы [31, 32].

Сигналом для запуска данного типа реакции может 
служить некоторое изменение внутриклеточной среды, 
приводящее к смещению равновесия концентраций 
прооксидантных и антиоксидантных компонентов с по-
следующей активацией процессов окисления. Одним 
из таких факторов является процесс криоконсервации. 
Цикл замораживания (оттаивания) напрямую влияет на 
выработку АФК [33].

Цели.исследования — проследить изменение уровня 
внутриклеточных АФК, в частности пероксида водорода 
(H2O2), в процессе криоконсервации спермы петухов, 
оценить его влияние на качественные показатели спер-
мы петухов и жизнеспособность сперматозоидов.

Материалы и методы исследования / 
Materials and methods
Исследование проводилось на базе ЦКП «Генети-

ческая коллекция редких и исчезающих пород кур»,  
ВНИИГРЖ в 2022 году. Объектом исследования служили 
петухи (Gallus.gallus.domesticus), (♂♂n = 10) мясо-яичной 
породы царскосельская (селекция ВНИИГРЖ) в возрас-
те 61–63 недель.

Экспериментальное поголовье содержалось в оди-
наковых условиях, все особи находились в индивидуаль-
ных клетках. Кормление, поение и световой режим — в 
соответствии с возрастными нормами2, принятыми в 
ЦКП «Генетическая коллекция редких и исчезающих 
пород кур», ВНИИГРЖ. Сперму собирали методом аб-
доминального массажа (Burrows and Quinn) [34] в пени-
циллиновые флаконы объемом 10 мл дважды в неделю в 
течение двух недель. К свежеполученным эякулятам до-
бавляли разбавитель ЛКС-13 в соотношении 1:1 с целью 
дальнейшей криоконсервации.

Оценку качественных показателей спермы прово-
дили для нативных эякулятов и криоконсервирован-
ного семени в лабораторных условиях с помощью 
программного обеспечения CASA (Computer-Assisted 
Semen Analysis; программное обеспечение Аргус-CASA, 
ООО «АргусСофт», Россия; микроскоп Motic® BA310E, 
Motic Instruments Inc., Канада).

Индивидуальные эякуляты разбавляли двухкомпо-
нентным разбавителем4 ВНИИГРЖ до соотношения 
1:100 и помещали 10 мкл семени в камеру Маклера. 
Каждый эякулят был оценен по таким показателям, как 
общая подвижность, объем эякулята и концентрация 
сперматозоидов в двух повторностях. Концентрация 
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5 Нарубина Л.Е., Курбатов А.Д., Бубляева Г.Б., Целютин К.В. Способ криоконсервации спермы петухов в виде гранул. АС № 1343587, СССР. 1987.
6 Разработка ВНИИГРЖ. Санкт-Петербург. 1989.
7 Разработка ВНИИГРЖ. Санкт-Петербург. Патент РФ № 2482816. Среда для разбавления спермы сельскохозяйственных птиц. 2013.
8 ГОСТ 27267-2017 Средства воспроизводства. Сперма петухов и индюков неразбавленная свежеполученная. Технические условия.

сперматозоидов определялась с помощью спектрофо-
тометра Accuread Photometer (IMV Technologies, UK).

Эквилибрация разбавленного семени происходила 
в условиях t = 5 °С в течение 40 мин. В качестве крио-
протектора использовали N, N-диметилацетамид (DMA) 
производства Sigma (Aldrich, США). Добавление DMA 
осуществлялось после эквилибрации эякулятов в ко-
личестве, соответствующем конечной концентрации — 
6%. После внесения DMA образцы снова помещали в 
холодильную камеру на 1 мин. для уравновешивания 
температуры.

Криоконсервация производилась в гранулах5 по ме-
тодике, разработанной Л.Е. Нарубиной, А.Д. Курбато-
вым и.др.

Семя набирали в капиллярную пипетку и накапы-
вали в жидкий азот с расстояния 7,5 см от поверхно-
сти (-41,4 °С). Контроль положения пипетки осущест-
влялся с помощью термопары (Temperature measuring 
instrument THERM 2420, Ahlborn, Германия). Скорость 
раскапывания составляла ~1,4 гранулы в секунду. Раз-
мораживание гранул производили на нагретой метал-
лической пластине6 (t = 60 °С).

Анализ образцов спермы петухов проводили с ис-
пользованием проточного цитометра Cytoflex (Beckman 
Coulter Inc., США). Для каждого образца исследовали не 
менее 2000 событий при скорости потока 50 клеток/сек. 
Популяцию сперматозоидов отбирали с помощью боко-
вого светорассеяния (SSC-A) и малоуглового светорас-
сеяния (FSC-A) для исключения посторонних клеток и 
конгломератов сперматозоидов.

Зеленую флуоресценцию регистрировали с помо-
щью полосового фильтра FITC длиной волны 525/40 нм, 
красную флуоресценцию — с помощью полосового 
фильтра PE длиной волны 585/42 нм.

Для анализа данных, полученных на проточном цито-
флуориметре, использовали программное обеспечение 
CytExpert, Version 2.4.0.28 (Beckman Coulter Inc., США).

Соотношение клеток, содержащих повышенный уро-
вень внутриклеточного пероксида водорода (H2O2), 
анализировали методом проточной цитометрии. Для де-
тектирования данного соединения использовали флуо-
рохром — 2,7-дихлорфлуоресцеина диацетат (DCFH-DA) 
производства Sigma (Aldrich, США). Этот краситель при 
связывании с H2O2 и возбуждении соединения длиной 
волны 492–495 нм испускает флуоресценцию зеленого 
цвета.

Образцы семени были разбавлены до концентрации 
30 × 106 сперматозоидов на 1 мл. Суспензию клеток 
дважды промывали двухкомпонентным разбавителем 
для спермы петухов ВНИИГРЖ (патент № 2482816, 
2013 г.) при 1200 об/мин в течение 7 мин. После к об-
разцам спермы добавляли 20 мкл DCFH-DA (конечная 
концентрация — 5 мкМ/мл) и помещали в термостат 
на 30  мин. (t = 39,5 °С). Спустя 30 мин. производилась 
двойная отмывка образцов от остатков флуорохрома 
(1200 об/мин в течение 7 мин.) (рис. 2) [35].

При оценке уровня флуоресценции на проточном 
цитофлуориметре выделяли две популяции клеток — 
с высоким содержанием H2O2 и с низким содержанием 
H2O2 (рис. 2). Часть суспензии клеток, предназначен-
ной для исследования на проточном цитофлуориме-
тре, использовали для приготовления цитологических 
препаратов. Цель данной манипуляции — визуализация 

корректности работы флуорохрома на сперматозоидах 
петухов.

Использовался микроскоп с флуоресценцией Axio 
Imager А1, увеличение — х1000 (Carl Zeiss Microscopy, 
Germany).

Вышеописанный протокол детекции внутриклеточ-
ного H2O2 использовался как для образцов свежеполу-
ченных эякулятов, так и для образцов замороженного 
(оттаянного) семени.

Популяции живых и мертвых клеток определяли ме-
тодом проточной цитометрии с использованием флуо-
рохрома — пропидия йодид (PI) — производства Sigma 
(Aldrich, США). PI не проникает в живые и апоптотиче-
ские клетки, но окрашивает мертвые клетки, связыва-
ясь с нуклеиновыми кислотами. Максимум возбуждения 
данного флуорохрома наблюдается при длине волны 
535 нм.

Образцы спермы были разбавлены до концентрации 
30 × 106 сперматозоидов на 1 мл. Суспензию клеток 
дважды промывали двухкомпонентным разбавителем 
для спермы петухов ВНИИГРЖ7 при 1200 об/мин в тече-
ние 7 мин. После к образцам спермы добавляли 2 мкл PI 
(конечная концентрация — 5 мкг/мл) (рис. 1) [36].

Вышеописанный протокол окраски красителем PI ис-
пользовался как для образцов свежеполученных эяку-
лятов, так и для образцов замороженного (оттаянного) 
семени.

Статистический анализ данных включал в себя рас-
чет средних значений, стандартной ошибки средней и 
коэффициента изменчивости. Оценку значимости раз-
личий между массивами данных проводили при помощи 
t-критерия Стьюдента.

Для определения взаимосвязи между массивами 
данных рассчитывался ранговый коэффициент Спирме-
на. Различия считались достоверными при уровне 95% 
(p < 0,05). Анализ осуществляли с помощью програм-
много обеспечения Microsoft Excel 2013 (США).

Результаты и обсуждение / Results and discussion
Общая подвижность сперматозоидов в свежеполу-

ченных эякулятах петухов (♂♂n = 10) находилась в преде-
лах от 85 до 90%. Объем эякулята в среднем составил 
0,65 ± 0,05 мл, средняя концентрация сперматозои-
дов — 3,566 ± 0,305 млрд/мл (табл. 1).

Подвижность замороженного (оттаянного) семени 
находилась в пределах от 22,50 до 52,50%. Качествен-
ные показатели нативных эякулятов имели минималь-
ные отличия и находились на высоком уровне, отвечая 
требованиям нормативных документов8.

Анализ показателей жизнеспособности спермато-
зоидов в индивидуальных эякулятах, оцененной с ис-
пользованием флуорохрома PI, показал незначитель-
ные различия между особями в нативной сперме — от 
15,24 до 20,84% мертвых клеток, в замороженном (от-
таянном) семени различия были более выраженными 
и находились в пределах от 26,85 до 39,87% мертвых 
клеток от общей популяции. Среднее увеличение доли 
мертвых клеток в образцах семени после криоконсер-
вации — 13,49%.

Точечные графики, построенные из данных, получен-
ных на проточном цитуфлуориметре Cytoflex (Beckman 
Coulter, Inc.), отображают данные различия на примере 
индивидуальных эякулятов (табл. 2, рис. 1).
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Таблица.1..Качественные показатели нативной спермы  
и замороженного (оттаянного) семени петухов породы  
царскосельская (♂♂n = 10, M ± SEM, CV)

Table.1..Qualitative indicators of native sperm and frozen (thawed) 
semen of Tsarskoye Selo breed roosters (♂♂n = 10, M ± SEM, CV)

№ петуха
Объем 

эякулята, 
мл

Общая 
подвижность 

нативной 
спермы, %

Концентрация 
спермы,  
млрд/мл

Общая 
подвижность 
з/о семени,  

%

1 0,55 ± 0,05 87,50 ± 2,50 3,055 ± 0,402 30,00 ± 0

2 0,65 ± 0,25 85,00 ± 0 2,667 ± 0,070 45,00 ± 5,00

3 0,75 ± 0,05 87,50 ± 2,50 3,145 ± 0,155 42,50 ± 2,50

4 0,55 ± 0,05 87,50 ± 2,50 4,945 ± 0,048 42,50 ± 2,50

5 0,75 ± 0,05 90,0 ± 0 5,270 ± 0,453 35,00 ± 5,00

6 0,90 ± 0,10 87,50 ± 2,50 2,522 ± 0,138 42,50 ± 2,50

7 0,50 ± 0,10 87,50 ± 2,50 4,060 ± 0,753 47,50 ± 2,50

8 0,80 ± 0,10 90,0 ± 0 4,073 ± 0,573 52,50 ± 2,50

9 0,35 ± 0,05 85,00 ± 0 3,030 ± 0,367 22,50 ± 2,50

10 0,65 ± 0,15 87,50 ± 2,50 2,893 ± 0,663 27,50 ± 7,50

Среднее 
значение 0,65 ± 0,05 87,50 ± 0,50 3,566 ± 0,305 38,80 ± 3,00

CV, % 25,17 1,90 27,07 24,75

Стоит отметить, что полученные данные согласуют-
ся с опытами зарубежных исследователей, которые 
использовали двойную окраску SYBR-14/PI и готовые 
коммерческие киты для определения апоптоза (Annexin 
V-FITC Apoptosis Detecetion Kit (APOAF-50TST, Sigma, 
St.  Louis, MO, USA) [31, 36, 37], что говорит о возможно-
сти более простой оценки жизнеспособности сперма-
тозоидов петухов посредством использования одного 
флуорохрома — PI.

Анализ содержания внутриклеточного пероксида 
водорода в индивидуальных эякулятах показал, что в 
нативной сперме средний процент клеток с высоким 
содержанием H2O2 составлял от 38,77до 71,71%, в за-
мороженной (оттаянной) сперме диапазон значений 
был меньше и составил от 62,13 до 81,09% (табл. 2, 
рис. 2).

Популяция клеток с высоким содержанием внутри-
клеточного пероксида водорода в нативных эякулятах 
в среднем составила 55,25%, в замороженном (оттаян-
ном) семени доля клеток увеличилась и составила уже 
71,34%.

Стоит отметить, что достоверной прямолинейной 
взаимосвязи между содержанием внутриклеточно-
го H2O2 и жизнеспособностью сперматозоидов, как в 

Рис. 1. Соотношение живых и мертвых сперматозоидов, индиви-
дуальный эякулят. Точечные графики по боковому светорассеива-
нию (side scatter, SSC-A) и интенсивности красной флуоресценции 
(PE-A): А — нативная сперма, Б — замороженное (оттаянное) семя. 
Левые нижние квадранты (Q2-LL, Q1-LL) — живые клетки, правые 
нижние квадранты (Q2-LR, Q2-LL) — мертвые

Fig. 1. The ratio of live and dead sperm, individual ejaculate. Dot graphs 
of lateral light scattering (side scatter, SSC-A) and red fluorescence 
intensity (PE-A): A — native sperm, B — frozen (thawed) seed. The 
lower left quadrants (Q2-LL, Q1-LL) are living cells, the lower right 
quadrants (Q2-LR, Q2-LL) are dead

Таблица.2. Изменение содержания внутриклеточного  
пероксида водорода и доли мертвых клеток в цикле  
замораживания (оттаивания) (♂♂n = 10, M ± SEM, CV)

Table.2..Changes in the content of intracellular hydrogen peroxide 
and the proportion of dead cells in the freezing (thawing) cycle 
(♂♂n = 10, M ± SEM, CV)

№ 
петуха

Нативная сперма Замороженное  
(оттаянное) семя

доля клеток
с высоким 

содержанием 
внутриклеточного 

H2O2, %

доля 
мертвых 

клеток, %

доля клеток
с высоким 

содержанием 
внутриклеточного 

H2O2, %

доля 
мертвых 

клеток, %

1 71,71 15,37 67,26 26,85
2 50,91 18,67 63,56 39,87
3 60,44 16,51 62,13 28,05
4 62,61 12,27 81,09 32,65
5 65,63 15,24 77,93 32,07
6 46,61 19,70 67,91 26,99
7 49,56 19,45 77,43 27,10
8 38,77 19,83 63,68 30,87
9 57,71 20,84 75,53 28,11

10 48,57 17,33 70,29 37,54
Среднее 
значение 55,25 17,52 71,34 31,01

CV, % 18,18 15,29 8,73 14,85

Рис. 2. Содержание пероксида водорода в сперматозоидах, 
индивидуальный эякулят. Точечные графики по боковому 
светорассеиванию (side scatter, SSC-A) и интенсивности зеленой 
флуоресценции (FITC-A): А — нативная сперма, Б — замороженное 
(оттаянное) семя. Левые нижние квадранты (Q2-LL) — клетки 
с низким содержанием H2O2, правые нижние (Q2-LR) — клетки 
с высоким содержанием H2O2

Fig. 2. The content of hydrogen peroxide in spermatozoa, individual 
ejaculate. Dot graphs for lateral light scattering (side scatter, SSC-A) 
and green fluorescence intensity (FITC-A): A — native sperm, B — frozen 
(thawed) seed. The lower left quadrants (Q2-LL) are cells with a low 
content of H2O2, the lower right (Q2-LR) are cells with a high content 
of H2O2

нативной сперме, так и в замороженном (оттаянном) 
семени, не было выявлено (рис. 2).

Коэффициент корреляции между уровнем внутри-
клеточного H2O2 в нативной сперме и общей подвиж-
ностью замороженного (оттаянного) семени составил 
-0.65 (р < 0,05).

Установлено, что в случае нарушения перекисного 
гомеостаза именно митохондриальная ДНК (мтДНК) 
подвергается окислительному воздействию АФК в 
большей степени, чем ядерная, ввиду топологической 
близости к источникам генерации АФК и не обладает 
защитой, которую обеспечивают белки гистоны.

В ходе взаимодействия H2O2, продуцируемой в ды-
хательной цепи с ионами Fe2+ и Сu2+ (локализован-
ными в митохондриальных мембранах), образуется 
гидроксид-радикал, ответственный за повреждения  
мтДНК [38–40]. Несмотря на то что в данном исследова-
нии не оценивался функциональный статус митохондрий, 
при исследовании цитологических препаратов заморо-
женных (оттаянных) сперматозоидов петухов, окрашен-
ных DCFH-DA, наблюдалась флуоресценция, которая ис-
ходила из средней части сперматозоида — области, где 
расположены митохондрии, которые являются основным 
источником АФК в сперматозоидах (рис. 3).
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Согласно литературным данным, криоконсервация 

способна привести к нарушению или даже полному 
прерыванию митохондриальной дыхательной цепи. Это 
прерывание провоцирует восстановление кислорода 
с образованием вместо молекул воды промежуточных 
молекул, таких как анион супероксида, гидроксильный 
радикал и пероксид водорода (H2O2) [41].

Полученные данные частично согласуются с иссле-
дованиями других авторов. Так, при исследовании ин-
гибирующего действия АФК на различные показатели 
спермы млекопитающих (человека, быка, хряка и же-
ребца) были получены данные, свидетельствующие 
о том, что действие пероксида водорода не находит-
ся в прямой зависимости от видимых повреждений 
акросомы, нарушений структуры ДНК, целостности 
плазматической мембраны и функционального ста-
туса митохондрий [17–20, 42]. Достоверно показано 
только ингибирующее действие пероксида водорода 
на показатели общей подвижности сперматозоидов и 
фертильности после цикла замораживания (оттаива-
ния) [32, 33].

При анализе полученных данных наблюдали анало-
гичную взаимосвязь между уровнем внутриклеточного 
пероксида водорода и общей подвижностью заморо-
женного (оттаянного) семени.

У петухов с высоким уровнем (>55,25%, Mср.) вну-
триклеточного пероксида водорода в свежеполученных 
эякулятах общая подвижность замороженного (оттаян-
ного) семени была ниже в среднем на 24,6%, что гово-
рит о непосредственном влиянии свободных радикалов 
на криорезистентность спермы (рис. 4.).

Коэффициент изменчивости содержания H2O2 в 
нативной сперме составил 18,18%, в замороженном  
(оттаянном) семени — 8,73%.

Выводы/Conclusions
Полученные экспериментальные данные позволяют 

сделать предположение, что продуцирование клетками 
повышенного количества активных форм кислорода, в 
частности пероксида водорода, в цикле замораживания 
(оттаивания) негативно сказывается на функциональ-
ном статусе митохондрий, которые являются основным 
источником энергии для сперматозоида, обеспечиваю-
щей работу кинетического аппарата сперматозоида и 
его общей подвижности.

Несмотря на увеличение уровня внутриклеточно-
го H2O2 в процессе криоконсервации, определяющим 
значением для прогнозирования общей подвижности 
замороженного (оттаянного) семени является уровень 
АФК в клетках нативной спермы.

Рис. 3. Препараты сперматозоидов петухов, окрашенные  
DCFH-DA: А — нативная сперма, Б — замороженное (оттаянное) 
семя, флуоресцентная микроскопия Axio Imager А1 (Carl Zeiss 
Microscopy, Germany), увеличение х1000. Стрелками указаны  
зоны наибольшей флуоресценции

Fig. 3. Rooster sperm preparations stained with DCFH-DA: A — native 
sperm, B — frozen (thawed) semen, fluorescence microscopy Axio 
Imager A1 (Carl Zeiss Microscopy, Germany), magnification x1000.  
The arrows indicate the areas of greatest fluorescence

Рис. 4. Взаимосвязь между содержанием внутриклеточного  
пероксида водорода в нативной сперме и показателями общей 
подвижности замороженного (оттаянного) семени (♂♂n = 10)

Fig. 4. The relationship between the content of intracellular hydrogen 
peroxide in native sperm and the overall motility of frozen (thawed) 
semen (♂♂n = 10)
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Полученные данные показывают достоверное влия-
ние уровня внутриклеточного пероксида водорода в 
свежеполученных эякулятах на общую подвижность за-
мороженного (оттаянного) семени (r = -0,65, р < 0,05).

Впервые получены данные по индивидуальной из-
менчивости содержания пероксида водорода в спер-
матозоидах петухов комбинированного направления 
продуктивности возраста 61 недели в цикле заморажи-
вания (оттаивания).

Коэффициент изменчивости внутриклеточного H2O2 
в свежеполученных эякулятах составил 18,18%, что го-
ворит о возможности отбора петухов по данному пока-
зателю с целью выявления особей с потенциально вы-
сокими показателями криорезистентности.

Данная информация может быть использована для 
возможной корректировки рациона петухов за счет вве-
дения кормовых антиоксидантов.
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