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Приводятся результаты влияния добавления в состав 
разбавителя семени козлов восстановленного глутатиона 
на устойчивость сперматозоидов к хранению в охлажденном 
и замороженном состоянии. Установлены оптимальные до-
зировки препарата, способствующие повышению подвижнос-
ти, сохранности акросом и живучести сперматозоидов вне 
организма.
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глутатион, подвижность и живучесть сперматозоидов, акро-
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Известно, что при криоконсервации в спермато-

зоидах и семенной плазме животных может про-

исходить окисление сульфгидрильных групп белков 

и активироваться процесс переписного окисления 

липидов, что способствует повреждению мембран, 

ДНК и других клеточных структур [1, 2, 3]. Мемб-

раны сперматозоидов животных, в том числе и коз-

лов, содержат высокий уровень ненасыщенных 

жирных кислот, а в цитоплазме клеток содержится 

не очень высокий уровень антиоксидантных соеди-

енный на основании полученных данных по антиген-

ному составу крови.

Итак, исходя из представленных данных следует 

отметить высокое генетическое сходство по группам 

крови у изучаемых популяций. Однако выявлены и оп-

ределенные отличия по антигенам их крови. Наиболь-

шее расхождение получено в распространении таких 

антигенов, как Аа, Be, Вg, Cb, Mb и Da, что следует 

объяснять разным генотипом продуктивности овец за-

байкальской породы.

Таким образом, впервые проведя исследование 

по полиморфным системам крови овец разных внут-

рипородных типов забайкальской тонкорунной пород, 

получили ценные сведения о генофонде породы, кото-

рые могут быть использованы в селекционном процес-

се по ее совершенствованию.
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нений. Поэтому половые клетки высокочувствитель-

ны к пероксидации липидов, индуцируемой такими 

свободными радикалами как гидроксильные ради-

калы, супероксид-анион радикалы, перекись водо-

рода, которые вызывают структурные повреждения 

мембранных структур сперматозоидов в процессе 

замораживания-оттаивания или хранения в охлаж-

денном до 2–4 °С состоянии. При этом нарушается 

биологическая полноценность половых клеток и мо-

жет значительно снижаться результативность искус-

ственного осеменения самок [4, 5, 6]. Свободные ра-

дикалы способны нейтрализоваться антиоксидант-

ными системами. По данным ряда исследователей, 

дополнительное введение антиоксидантов, в частнос-

ти восстановленного глутатиона, в состав разбавителя 

семени для разных видов сельскохозяйственных жи-

вотных способствует улучшению подвижности и жи-

вучести половых клеток, сохраняемых в охлажденном 

или замороженном состоянии [7, 8, 9].

В связи с этим, представляет интерес изучение 

возможности использования в качестве антиоксидан-

та восстановленного глутатиона в составе разбавителя 

семени козлов для повышения криоустойчивости по-

ловых клеток.

В задачу наших исследований входило изучение 

влияния данного препарата на подвижность, живу-

честь и сохранность акросом сперматозоидов козлов, 

сохраняемых в охлажденном или глубоко заморожен-

ном состоянии.

В экспериментах использовали сперму козлов за-

аненской породы в ООО «Красная Нива», Москов-

ской области. В первом эксперименте изучали вли-

яние восстановленного глутатиона на подвижность, 

живучесть и целостность акросом у спермато-

зоидов, сохраняемых в охлажденном до 4 °С 

состоянии. Сразу после получения и оценки, 

цельные эякуляты козлов разбавляли 1:4 раз-

работанной нами трис-фруктозо-трилоновой 

средой, дополнительно содержащей на 100 мл 

дистиллированной воды 2,5 мл желтка кури-

ного яйца и антибактериальный препарат 

полиген – 30 мг. Перед разбавлением в со-

став среды вводили различные концентрации 

(0,02–0,32 мг/мл) восстановленного глутати-

она (Sigma, США). Контрольные образцы се-

мени разбавляли этой же средой, но без добав-

ления глутатиона. Затем помещали разбавлен-

ную сперму для хранения в холодильник при 

4 °С. Через определенные интервалы времени хране-

ния определяли подвижность сперматозоидов, коли-

чество половых клеток с неповрежденной акросомой 

и показатель их живучести.

Во втором эксперименте выяснили защитное 

действие восстановленного глутатиона на устойчи-

вость сперматозоидовкозлов при глубоком замора-

живании до –196 °С. Сперму козлов разбавляли и за-

мораживали в трис-глюкозно-лимоннокислой среде 

[10] с добавлением на 100 мл среды 5,3 мл глицерина, 

2,5 мл желтка куриного яйца и 30 мг полигена. Свеже-

полученные цельные эякуляты, без предварительно-

го удаления семенной плазмы, разбавляли 1:3 данной 

средой, содержащей различные концентрации вос-

становленного глутатиона (0,02–0,16 мг/мл). Конт-

рольные образцы семени разбавляли аналогичной сре-

дой, но без добавления глутатиона. После разбавле-

ния сперму эквилибрировали в холодильнике при 4 °С 

в течение 2 ч, замораживали в виде гранул объемом 

0,2 мл на фторопластовой пластине при –80 °С и за-

тем в жидком азоте до –196 °С. Оттаивали гранулы се-

мени в гидрооттаивателе при 60 °С. Затем оттаянные 

образцы семени инкубировали в термобоксе при 37 °С 

и через определенные интервалы времени определяли 

подвижность сперматозоидов, количество спермато-

зоидов с неповрежденной акросомой и их живучесть 

при данной температуре.

Влияние глутатиона на подвижность и живучесть 

сперматозоидов козлов, сохраняемых в охлажденном 

до 4 °С состоянии, представлено в табл. 1.

Из данных табл. 1 видно, что добавление глута-

тиона в состав среды для хранения спермы при 4 °С 

оказало положительное влияние на живучесть спер-

матозоидов, особенно при использовании в дозировке 

0,04 мг/мл среды. В этой группе подвижность сперма-

тозоидов была значительно выше, по сравнению с кон-

трольной и другими опытными группами, особенно 

с 6-го по 10-й дни хранения. Например, на 6 и 8-й день 

хранения подвижность в группах с добавлением 0,02 

и 0,04 мг глутатиона/мл среды была соответственно 

выше, чем в контроле на 10 и 20 % (Р < 0,05). Более вы-

сокая дозировка препарата (0,16 мг/мл) оказала отри-

цательное влияние на подвижность и живучесть спер-

матозоидов при данной температуре хранения, начи-

ная с первого дня хранения.

Таблица 1

Влияние восстановленного глутатиона на подвижность и живучесть 
сперматозоидов козла при 4 °С (n = 5)

Концентрация 
глутатиона,  
мг/мл среды

Дни хранения
Показатель 

живучести, %1 2 4 6 8 10
Подвижность сперматозоидов, %

0,02 85 77 70 35 20 2,5 118

0,04 82 79 69 35 30 8,3 120

0,08 82 66 48 7 4 0 115

0,16 60 50 38 5 0 0 112

Контроль 83 75 65 25 10 0 100

Таблица 2

Влияние глутатиона на количество сперматозоидов  
с неповрежденной акросомой при хранении  

в охлажденном состоянии

Концентрация 
глутатиона,  
мг/мл среды

Дни хранения
1 2 4 6 8 10

Подвижность сперматозоидов, %
0,02 87 83 76 60 48 37

0,04 89 82 72 65 51 43

0,08 87 85 70 58 47 40

0,16 81 70 62 54 42 33

Контроль 83 75 69 59 40 33
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Добавление глутатиона в этих концентрациях, так-

же оказало положительное влияние на сохранность ак-

росомной мембраны у сперматозоидов в процессе их 

хранения в охлажденном состоянии (табл. 2). В группах 

с добавлением данных дозировок препарата, количест-

во сперматозоидов с интактной акросомой на 8-й день 

хранения было достоверно выше, соответственно, на 8 

и 11 % по сравнению с контролем, а на 10-й день хра-

нения – выше на 4 и 10 % (Р < 0,05).

Результаты эксперимента по влиянию добавле-

ния восстановленного глутатиона в состав разбавите-

ля на устойчивость сперматозоидов козлов к глубокому 

замораживанию приведены в табл. 3. Как видно, введе-

ние глутатиона в состав среды для замораживания се-

мени козлов при всех изученных дозах, оказало выра-

женное защитное влияние на криоустойчивость спер-

матозоидов. Более заметный положительный эффект 

отмечен в группе с дозой 0,04 мг препарата/мл. в этой 

группе сразу после оттаивания подвижность сперма-

тозоидов была выше на 8 % по сравнению с контро-

лем (Р < 0,05).

Кроме того, подвижность сперматозоидов, сохра-

няемых после оттаивания при 37 °С, в этой группе была 

достоверно выше, чем в контрольной на протяжении 

всего периода анализов.

Добавление восстановленного глутатиона в состав 

разбавителя для замораживания спермы козлов оказа-

ло положительное влияние и на живучесть оттаянных 

сперматозоидов при 37 °С. Более заметный эффект на-

блюдался в группе с добавлением 0,04 мг/мл препара-

та. Живучесть оттаянных сперматозоидов в этой груп-

пе была на 19 % выше, чем в контроле (Р < 0,05).

Сохранность акросом у сперматозоидов пос-

ле оттаивания также была выше в опытных группах 

в сравнении с контролем (табл. 4). Более вы-

сокий процент сперматозоидов с неповреж-

денной акросомой сразу после оттаивания был 

в группах с добавлением 0,04 и 0,08 мг/мл пре-

парата: 73 и 71 % против 65 % в контроле. Эта 

же закономерность сохраняется на протяже-

нии всего периода инкубации сперматозоидов 

при 37 °С.

Таким образом, результаты проведенных 

исследований показали, что добавление вос-

становленного глутатиона в оптимальной дози-

ровке в состав разбавителя семени козлов ока-

зывает защитный эффект на подвижность, со-

хранность акросом и живучесть половых клеток как 

при хранении в охлажденном состоянии, так и под-

вергнутых процессу глубокого замораживания. В этой 

связи необходимы дальнейшие исследования с целью 

изучения влияния восстановленного глутатиона на оп-

лодотворяющую способность криоконсервированной 

спермы козлов.
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Таблица 3

Влияние восставленного глутатиона на подвижность сперматозоидов 
после замораживания-оттаивания (n = 6)

Концентрация  
глутатиона,  
мг/мл среды

Время хранения оттаянной спермы при 37 °С, ч
Сразу после  
оттаивания 1 2 3 4 5 6

Подвижность оттаянных сперматозоидов, %
0,02 45 40 33 28 20 9 4

0,04 47 42 35 27 15 11 8

0,08 43 42 32 23 15 7 4

Контроль 39 32 27 21 12 3 0

Таблица 4

Влияние глутатиона на количество сперматозоидов с непов-
режденной акросомой после замораживания-оттаивания

Концентрация  
глутатиона,  
мг/мл среды

Время инкубации оттаянной спермы  
при 37 °С, ч

0 1 2 3 4 5
Сперматозоидов с интактной акросомой, %

0,02 69 69 65 62 60 56

0,04 73 71 70 67 63 60

0,08 71 68 62 59 57 51

Контроль 65 58 54 54 50 46


