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Взаимосвязь индекса фрагментации ядерной 
ДНК сперматозоидов с гормональным 
статусом у быков-производителей
РЕЗЮМЕ

Актуальность. Эффективность разведения крупного рогатого скота напрямую зависит 
от качества воспроизводства, где состояние сперматозоидов у племенных быков играет 
решающую роль. Одним из критических факторов является фрагментация ДНК в спер-
матозоидах, которая может привести к генетическим аномалиям и снизить эффектив-
ность искусственного оплодотворения. Гормональный дисбаланс, особенно уровень 
тестостерона и эстрадиола, может повлиять на целостность ДНК. Это исследование на-
правлено на изучение влияния гормонального статуса быков на фрагментацию ДНК в их 
сперматозоидах.
Методы. Исследование было проведено на 43 быках голштинской породы. Фрагмента-
цию оценивали с помощью щелочного ДНК комет-анализа, в каждом образце анализи-
ровали не менее 250 сперматозоидов. Гормональный статус (тестостерон, эстрадиол, 
тироксин) оценивали с помощью иммуноферментного анализа (ELISA) сыворотки кро-
ви. Статистический анализ проводили с использованием программного обеспечения 
SPSS v.23 с использованием дисперсионного анализа и t-критерия Стьюдента.
Результаты. Более 98% сперматозоидов содержали неповрежденную ДНК, в то время 
как умеренные и тяжелые повреждения наблюдались в 1% и 0,8% клеток соответствен-
но. У быков с неповрежденной ДНК уровень тестостерона был на 62,3% и 72% выше, 
чем у быков с поврежденной ДНК (p < 0,05). И наоборот, концентрация эстрадиола была 
на 40% выше у быков с фрагментированной ДНК. Корреляционный анализ выявил сла-
бую, но значимую отрицательную связь между тестостероном и фрагментацией ДНК 
(ρ ≈ -0,20) и положительную связь между эстрадиолом и повреждением ДНК (ρ ≈ 0,18). 
Уровни тироксина не показали существенных различий между группами.
Выводы. Высокий уровень тестостерона связан с уменьшением фрагментации ДНК, в то 
время как повышенный уровень эстрадиола может способствовать ее увеличению, воз-
можно, из-за окислительного стресса. Эти данные подчеркивают важность гормонально-
го баланса для поддержания целостности ДНК сперматозоидов у племенных быков.  
Ключевые слова: сперматозоиды, гормональный статус,   ДНК-комет анализ, тестосте-
рон, эстрадиол, фрагментация ДНК сперматозоидов
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сперматозоидов с гормональным статусом у быков-производителей. Аграрная наука. 
2025; 398 (09): 38–44. 
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Relationship between sperm nuclear DNA 
fragmentation index and hormonal status 
in breeding bulls
ABSTRACT
Relevance. The efficiency of cattle breeding is directly dependent on reproduction quality, 
where the condition of spermatozoa in breeding bulls plays a crucial role. One of the critical 
factors is DNA fragmentation in spermatozoa, which can cause genetic abnormalities 
and reduce the effectiveness of artificial insemination. Hormonal imbalance, particularly 
testosterone and estradiol levels, may affect DNA integrity. This study aims to investigate the 
influence of bulls’ hormonal status on DNA fragmentation in their spermatozoa.
Methods. The study was conducted on 43 Holstein bulls. DNA fragmentation was assessed 
using the alkaline comet assay, with a minimum of 250 spermatozoa analyzed per sample. 
Hormonal status (testosterone, estradiol, thyroxine) was evaluated through enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) of blood serum. Statistical analysis was performed using SPSS 
v.23 software, employing variance analysis and Student’s t-test.
Results. Over 98% of spermatozoa exhibited intact DNA, while moderate and severe 
damage was observed in 1% and 0.8% of cells, respectively. Bulls with intact DNA showed 
62.3% and 72% higher testosterone levels compared to those with DNA damage (p < 0.05). 
Conversely, estradiol concentration was 40% higher in bulls with fragmented DNA. Correlation 
analysis revealed a weak but significant negative association between testosterone and DNA 
fragmentation (ρ ≈ -0.20) and a positive association between estradiol and DNA damage 
(ρ ≈ 0.18). Thyroxine levels showed no significant differences between groups.
Conclusions. High testosterone levels are associated with reduced DNA fragmentation, while 
elevated estradiol may contribute to its increase, potentially due to oxidative stress. These 
findings highlight the importance of hormonal balance in maintaining sperm DNA integrity in 
breeding bulls.
Key words: spermatozoa, hormonal status, DNA comet analysis, testosterone, estradiol, 
sperm DNA fragmentation
For citation: Iolchiev B.S. et al. Relationship between sperm nuclear DNA fragmentation index 
and hormonal status in breeding bulls. Agrarian science. 2025; 398 (09): 38–44 (in Russian).
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Введение/Introduction
Экономическая эффективность скотоводства 

напрямую зависит от организации племенной ра-
боты. Она является одним из основных факторов, 
влияющих на рост объема производства, темп ге-
нетического прогресса  [1–4]. В молочном живот-
новодстве, особенно в высокопродуктивных стадах 
с коротким сроком эксплуатации коров, затраты на 
приобретение ремонтных телок занимают значи-
тельную долю в структуре расходов. Это особен-
но актуально при расширенном способе воспроиз-
водства, направленном на увеличение поголовья.

Проблема нарушения репродуктивной функ-
ции крупного рогатого скота во всём мире вызыва-
ет серьезную озабоченность [5–8]. Около четверти 
быков-производителей демонстрируют снижен-
ную фертильность или полную стерильность. Клю-
чевым лимитирующим фактором репродуктивного 
потенциала, как у людей, так и у животных, выступа-
ет ухудшение качества семенного материала, про-
грессирующее в последние десятилетия [9–11].

В молочном скотоводстве применяют раз-
личные методы вспомогательной репродуктив-
ной технологии, особенно метод искусственного 
оплодотворения. Он позволяет использовать ге-
нетический материал одного племенного быка с 
выдающимися характеристиками для оплодотво-
рения сотен и даже тысяч самок. В связи с этим 
контроль параметров спермопродукции приоб-
ретает критическую важность — как с экономиче-
ской, так и с биологической точки зрения [12, 13].

Качество спермы зависит от комплекса биотиче-
ских и абиотических факторов [14–18]. Исследова-
ния показывают, что одним из основных параметров, 
характеризующих биологическую полноценность 
мужских гамет, является состояние генетическо-
го материала в сперматозоидах. Высокий индекс 
фрагментации ДНК в сперматозоидах отрицательно 
коррелирует с результативностью искусственного 
осеменения и эффективностью процедур вспомога-
тельной репродукции [18–23]. Нарушения целостно-
сти яДНК сперматозоидов могут привести к генети-
ческим или хромосомным мутациям.

Гормональный баланс играет ключевую роль 
в поддержании фертильности  [24–26]. Процесс 
сперматогенеза в значительной степени зависит 
от гормонов, вырабатываемых в ответ на гонадо-
тропин-рилизинг-гормон в системе «гипотала-
мус — гипофиз — яички» [27]. Нормальная гормо-
нальная функция яичек регулируется выработкой 
гипофизом фолликулостимулирующего гормона 
(ФСГ), лютеинизирующего гормона (ЛГ), пролак-
тина (ПРЛ), тиреотропного гормона (ТТГ), тесто-
стерона и антимюллерова гормона (АМГ) [28, 29].

Исследования показывают, что дефицит гор-
монов в микроокружении половых клеток является 

основной причиной увеличения количества незре-
лых сперматозоидов, что может негативно сказать-
ся на их выживаемости и функциях  [30].  Высокий 
уровень эстрадиола ассоциирован с повышени-
ем фрагментации ДНК из-за усиления оксидатив-
ного стресса и нарушения гормонального баланса. 
Эстрогены участвуют в регуляции сперматогене-
за и подвижности сперматозоидов, однако их из-
быток (гиперэстрогения) подавляет выработку те-
стостерона [31].

Исследования, изучающие взаимосвязь между 
уровнями эндогенных гормонов и индексом фраг-
ментации ДНК сперматозоидов у быков, ограни-
чены.

Цель исследования  — изучение взаимосвязи 
содержания тестостерона, эстрадиола и тирокси-
на с уровнем фрагментации ядерной ДНК сперма-
тозоидов у быков-производителей голштинской 
породы.

Материалы и методы исследования / 
Materials and methods
Животные и сбор спермы. Исследования про-

водили в лаборатории биологии воспроизведения 
сельскохозяйственных животных Федерального 
государственного бюджетного научного учрежде-
ния «Всероссийский научно-исследовательский 
институт племенного дела» в 2025 г.

В данной работе использовали сперму быков-
производителей голштинской породы.

Сбор эякулята выполняли с применением ис-
кусственной вагины в соответствии с Националь-
ной технологией замораживания и использования 
спермы племенных быков1.

Качество спермы оценивали с помощью си-
стем компьютерного анализа спермы (Computer-
assisted sperm analysis, CASA). Использовали про - 
граммное обеспечение Argus-CASA (ООО «Аргус-
Софт», Россия).

Обслуживание животных и проведение экспе-
риментов осуществляли в соответствии с норма-
тивными документами2 и ГОСТ 33215-20143.

Оценка индекса фрагментации яДНК. Фрагмен-
тацию ядерной ДНК сперматозоидов определяли 
методом щелочного варианта (pH > 13) ДНК-ко-
мет анализа (одноклеточный гель-электрофо-
рез). Визуализацию результатов электрофореза 
осуществляли с помощью флуоресцентного ми-
кроскопа Nikon Eclipse Ni-U (Nikon, Япония), инте-
грированного в систему визуализации микрофо-
тоизображений ProgRessHFcool/CaputerPro 2.8.8 
(Jenoptic AG, Германия). Для измерения степени 
фрагментации ДНК в сперматозоидах использо-
вали программное обеспечение CASP LAB 1.2.24). 
В каждом образце оценивали не менее 250 спер-
матозоидов. В каждом зафиксированном объекте 
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определяли процент ДНК в голове, в хвосте коме-
ты, длину миграции ДНК в хвосте кометы, радиус 
головы, длину и момент хвоста кометы.

Мониторинг гормонального статуса быков-
производителей. Кровь для анализа отбирали из 
хвостовой вены в стерильные вакуумные пробир-
ки. Пробы транспортировали в термосумках для 
отделения сыворотки от форменных элементов. 
Сыворотку хранили при температуре -24 °C.

Концентрацию гормонов (тестостерона, эстра-
диола, тироксина) определяли методом имму-
ноферментного анализа с использованием ана-
лизатора «Униплан-01» (ЗАО «Пикон», Россия) и 
наборов реагентов «Иммунотех» (АО «НВО “Имму-
нотех”», Россия).

Измерение оптической плотности и обработ-
ку данных выполняли в программе  «Пикон Сервис 
3070»  (ЗАО «Пикон», Россия).

Статистический анализ. Для создания базы 
данных и обработки первичных данных использо-
вали Microsoft Office Excel (США). Статистический 
анализ первичного материала проводили с помо-
щью программного обеспечение SPSS v.23 («Кор-
порация IBM», США). Обработку полученных дан-
ных проводили посредством дисперсионного 
анализа. Вычисляли средние арифметические (М) 
и стандартные ошибки средних ( ± SEM). Для изу-
чения взаимосвязи между содержанием эндоген-
ных гормонов и уровнем повреждения ядерной 
ДНК сперматозоидов был использован коэффици-
ент ранговой корреляции Спирмена, оценивающий 
монотонную зависимость между переменными. 
Расчет коэффициента проводили по следующей 
формуле:

= 1 − 6∑ 2

( 2−1)
, 

где di — разность рангов двух переменных для 
каждого наблюдения, n — количество наблюде-
ний.

Достоверность различия сравниваемых сред-
них значений оценивали с помощью t-критерия 
Стьюдента. Значимость различий была уста-
новлена на уровне: * р < 0,05, ** р < 0,01, *** 
р < 0,001.

Результаты и обсуждение / 
Results and discussion
В исследуемой выборке более 98% всех га-

мет имели интактную ДНК. Доля сперматозоидов 
с умеренным повреждением генетического мате-
риала в среднем составила 1%, тогда как лишь у 
0,8% клеток содержание ДНК в ядре было менее 
60%, что соответствует высокому уровню фраг-
ментации (рис. 1).

Среди 43 исследуемых быков у 9 особей не 
было обнаружено сперматозоидов с фрагмента-
цией яДНК, а у 14 животных выявлены единичные 
сперматозоиды с высоким индексом фрагмен-
тации.

В день сбора спермы у всех животных отбира-
ли пробы крови для мониторинга гормонального 
статуса и анализа взаимосвязи между качеством 
спермы и уровнем гормонов в сыворотке крови.

У быков-производителей с интактной яДНК 
содержание тестостерона в сыворотке крови 
было на 62,3% выше, чем у животных со сперма-
тозоидами, имеющими умеренное повреждение 
ДНК, и на 72,0% выше по сравнению с быками, у 
которых наблюдался высокий уровень поврежде-
ния (табл. 1).

По содержанию общего тироксина между груп-
пами достоверной разницы не установлено, этот 
показатель носит криволинейный характер. Ми-
нимальный уровень содержания данного гормона 
был у быков с высоким уровнем повреждения ДНК 
сперматозоидов, максимальный — у быков с уме-
ренным повреждением.

Высокий уровень содержания эстрадиола об-
наружен в сыворотке быков, у которых в популя-
ции исследуемых сперматозоидов обнаружены 
сильно поврежденные клетки. В сыворотке этих 
быков содержалось на 40% больше эстрогена, 
чем у животных без повреждения яДНК спермато-
зоидов.

Рис. 1. Распределение сперматозоидов по степени 
повреждения яДНК, %
Fig. 1. Distribution of spermatozoa by degree of nDNA 
damage, %

Нет повреждений                
Умеренные повреждения
Сильные повреждения            

Таблица 1. Уровень гормонов в сыворотке крови 
быков-производителей в зависимости от степени 
повреждения яДНК
Table 1. Serum hormone levels in breeding bulls depending 
on the degree of nDNA damage

Содержание 
гормонов

Уровень повреждения яДНК в головке 
сперматозоидов

нет 
повреждений

умеренные 
повреждения

сильные 
повреждения

Тестостерон, нмоль/л 37,81 ± 0,18* 23,29 ± 1,73 21,98 ± 2,00

Тироксин, нмоль/л 90,69 ± 0,35 91,93 ± 3,26 86,24 ± 3,78

Эстрадиол, нмоль/л 0,314 ± 0,002 0,484 ± 0,02* 0,521 ± 0,02*

Примечание: * р < 0,05.
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Анализ разброса данных одного из 
основных показателей, характеризую-
щих степень повреждения ДНК (мо-
мент  хвоста по Оливе) в зависимости 
от категории индекса фрагментации, 
показан на рисунке 2.

Как видно из графика, показатель 
момента хвоста кометы в группе, где 
индекс фрагментации  яДНК не превы-
шает 5%, отсутствует, в группе с уме-
ренным повреждением распределе-
ние равномерное, размах небольшой. 
В группе с высоким уровнем повреж-
дения наблюдаются большой размах и 
выбросы.

Анализ распределения концентра-
ции тестостерона в сыворотке крови в 
зависимости от степени повреждения 
яДНК показал следующие результаты. 
У быков-производителей, в спермато-
зоидной популяции которых отсутство-
вали клетки с умеренным и высоким 
уровнями повреждения ДНК, медиан-
ные значения были смещены к нижней 
границе диапазона, статистические 
выбросы не наблюдались.

У быков со сперматозоидами, 
имеющими умеренные и выраженные 
повреждения ДНК, медианные значе-
ния были достоверно ниже (p  <  0,05) 
по сравнению с показателями живот-
ных с интактной ДНК сперматозоидов 
(рис. 3).

Анализ распределения содержа-
ния общего тироксина в зависимости 
от характера повреждения яДНК спер-
матозоидов показывает, что распре-
деление равномерно во всех группах 
(рис. 4).

Характер распределения содер-
жания общего тироксина показывает 
тенденцию к увеличению в группах с 
поврежденной ДНК. С целью провер-
ки гипотезы взаимосвязи содержа-
ния эндогенных гормонов с уровнем 
повреждения ядерной ДНК сперма-
тозоидов провели корреляционный 
анализ. 

Коэффициент Спирмена между со-
держанием тестостерона и моментом 
хвоста кометы составил (ρ) ≈ -0,20, что 
говорит о слабой отрицательной кор-
реляции между показателями. Данная 
взаимосвязь является статистически 
значимой (p ≤ 0,05).

В исследуемой выборке достоверная взаи-
мосвязь между индексом фрагментации и общим 
тироксином не установлена, а между содержани-
ем эстрадиола и повреждением яДНК спермато-
зоидов установлена положительная  корреляция  
(ρ) ≈ 0,18.

Рис. 2. Разброс распределения момента хвоста кометы в зависимости 
от категории повреждения яДНК сперматозоидов
Fig. 2. Distribution of comet tail moment depending on damage category 
nDNA
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Рис. 3. Характеристика распределения показателей содержания 
тестостерона в зависимости от уровня повреждения яДНК
Fig. 3. Characteristics of the distribution of testosterone content indicators 
depending on the level of DNA damage

Рис. 4. Характеристика распределения показателей содержания общего 
тироксина в зависимости от уровня повреждения яДНК
Fig. 4. Characteristics of the distribution of total thyroxine content indicators 
depending on the level of DNA damage

Выводы/Conclusions
Исследование выявило значимую взаи-

мосвязь между гормональным статусом бы-
ков-производителей и индексом фрагментации 
ядерной ДНК (яДНК) их сперматозоидов. Спер-
матозоиды с фрагментированной ядерной ДНК 
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у исследуемых быков-производителей встре-
чались с низкой частотой, 98% сперматозои-
дов имеют интактную ДНК, что свидетельствует 
о высоком качестве генетического материала у 
исследуемых быков. Сперматозоиды с умерен-
ными повреждениями составили 1% от общего 
количества проанализированных клеток, с вы-
соким уровнем повреждения — 0,8%.

У быков с неповрежденной ДНК спермато-
зоидов уровень тестостерона в сыворотке кро-
ви был значительно выше  — на 62,3% и 72,0%, 
соответственно, в сравнении с животными, у ко-
торых наблюдались умеренные и сильные по-
вреждения ДНК. Это указывает на важную роль 
тестостерона в поддержании целостности гене-
тического материала сперматозоидов.

Высокий уровень эстрадиола коррели-
ровал с увеличением фрагментации ДНК. 

У быков с поврежденными сперматозоида-
ми концентрация эстрадиола была на 40% 
выше, чем у животных без повреждений. Это 
подтверждает гипотезу о негативном влия-
нии избытка эстрогенов на целостность ДНК, 
возможно, через усиление окислительного 
стресса.

Корреляционный анализ подтвердил сла-
бую, но статистически значимую отрицательную 
связь между тестостероном и фрагментацией 
ДНК (ρ ≈ -0,20, p ≤ 0,05), а также положительную 
связь между эстрадиолом и повреждением ДНК 
(ρ ≈ 0,18).

Результаты исследования подчеркивают 
важность гормонального баланса, особенно те-
стостерона и эстрадиола, для поддержания це-
лостности ДНК сперматозоидов у быков-произ-
водителей.
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