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Аннотация. Настоящий обзор представляет современные достижения и подходы по сохранению репродук-
тивных клеток животных in vitro, такие как криоконсервация и лиофилизация, а также эпигенетические пред-
посылки для получения жизнеспособных сперматозоидов и женских гамет после реконсервации. Криокон-
сервация – эффективный путь сохранения репродуктивных клеток различных видов сельскохозяйственных 
животных, включая птиц. Метод сохранения генофонда in vitro через поддержание в криогенных условиях 
клеток или тканей в основном направлен на восстановление исчезнувших пород/популяций, на поддержа-
ние генетического разнообразия в популяциях, подверженных генетическому дрейфу. Именно сочетание 
методов ex situ in vivo и ex situ in vitro может сформировать основу эффективной стратегии сохранения ге-
нетического разнообразия животных. Кроме того, использование криконсервированного семени лучших 
представителей линии или породы позволяет ускорить прогресс селекции в промышленном птицеводстве. 
Несмотря на многочисленные достижения в области криобиологии половых клеток, продолжается поиск 
методов, обеспечивающих более эффективное восстановление жизнеспособности спермиев после крио-
консервации. Механизмы, лежащие в основе влияния процедуры криоконсервации на параметры семени 
сельскохозяйственных птиц, полностью не изучены. В обзоре отражены результаты современных исследо-
ваний в области проблематики криоконсервации женских и мужских половых клеток, эмбриональных кле-
ток, поиска новых путей решения в области сохранения генетического разнообразия in vitro (разработка 
новых криопротекторных сред и новых технологий сохранения). Освещены молекулярно-генетические 
аспекты криоконсервации и механизмы влияния криоконсервации на эпигенетическое состояние клеток. 
Представлены данные по результатам исследований в области лиофильной сушки репродуктивных клеток 
самцов. Интерес к технологии лиофилизации семени как возможности более дешевого способа сохране-
ния и транспортировки генетического материала диких и домашних животных, по сравнению с криоконсер-
вацией, в мире стремительно растет; исследования ведутся в Японии, Израиле, Египте, Испании, Франции. 
Растет и интерес к использованию лиофилизированного семени в технологиях генной инженерии. Методы 
лиофильной сушки разрабатываются с учетом видовой принадлежности. В обзоре предложены также орга-
низационно-правовые пути решения проблемы сохранения генетических ресурсов сельскохозяйственных 
животных, включая птиц, in vitro.
Ключевые слова: семя; сперматозоид; маркерные белки; криоконсервация; лиофилизация; птицеводство; 
сохранение генетических ресурсов; криобанк; криорезистентность.
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Abstract. This review presents the current progress in and approaches to in vitro conservation of reproductive 
cells of animals, including birds, such as cryopreservation and freeze-drying, as well as epigenetic conditions for 
restoring viable spermatozoa and female gametes after conservation. Cryopreservation is an effective way to pre-
serve reproductive cells of various species of animals and birds. In vitro gene pool conservation is aimed primarily 
to the restoration of extinct breeds and populations and to the support of genetic diversity in populations prone 
to genetic drift. It is the combination of ex situ in vivo and ex situ in vitro methods that can form the basic principles 
of the strategy of animal genetic diversity preservation. Also, use of cryopreserved semen allows faster breeding 
in industrial poultry farming. Despite numerous advances in semen cryobiology, new methods that can more ef-
ficiently restore viable semen after cryopreservation are being sought. The mechanisms underlying the effect of 
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cryopreservation on the semen parameters of cocks are insufficiently understood. The review reflects the results of 
recent research in the field of cryopreservation of female and male germ cells, embryonic cells, the search for new 
ways in the field of genetic diversity in vitro (the development of new cryoprotective media and new conservation 
technologies: freeze-drying). Molecular aspects of cryopreservation and the mechanisms of cryopreservation influ-
ence on the epigenetic state of cells are highlighted. Data on the results of studies in the field of male reproductive 
cell lyophilization are presented. The freeze-drying of reproductive cells, as a technology for cheaper access to the 
genetic material of wild and domestic animals, compared to cryopreservation, attracts the attention of scientists 
in Japan, Israel, Egypt, Spain, and France. There is growing interest in the use of lyophilized semen in genetic engi-
neering technologies. Freeze-drying methods are developed for particular species. Organizational and legal ways 
of solving the problems of in vitro conservation of genetic resources of farm animals, including birds, are proposed.
Key words: semen; spermatozoa; marker proteins; cryopreservation; freeze-drying; poultry; gene pool preserva-
tion; cryobank; cryoresistance.
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Введение
Проблема сохранения генетических ресурсов сельско­
хозяйственных животных (ГРЖ) является глобальной, и 
на ее решение направлены усилия мирового сообщества. 
Координирующую роль в области сохранения ГРЖ вы­
полняет FAO – Продовольственная и сельскохозяйствен­
ная организация при ООН, и ее профильные подразделе­
ния (FAO, 2015).

Программы сохранения для ГРЖ решают следующие 
задачи: экономические (поддержание сектора животно­
водства, способность реагировать на экологические из­
менения, меняющиеся потребности рынка, меняющиеся 
нормативные требования, изменения в доступности им­
порта–экспорта); социальные и культурные; сохранение 
биоразнообразия; поддержание ресурсов для исследова­
тельских или образовательных целей, генетики, геноми­
ки и адаптации к климатическим и другим изменениям 
окружающей среды. 

Метод сохранения генофонда ex situ in vitro через под­
держание в криогенных условиях (криобанк) клеток или 
тканей, которые могут быть использованы для восстанов­
ления породы/популяции, признан необходимым допол­
нением к методу in vivo (FAO, 2015). Именно сочетание 
методов ex situ in vivo и ex situ in vitro может сформировать 
основу эффективной стратегии сохранения генетического 
разнообразия животных.

Разработанные для сельскохозяйственных птиц мето­
ды  по замораживанию репродуктивных клеток самцов 
можно с успехом применять для диких видов с целью со­
хранения генетического разнообразия: например, крас­
ная джунглевая курица (Rakhaa et al., 2016), глухарь (Ko­
walczyk et al., 2012), фазан (Galliformes) (Saint Jalme et al., 
2003). В промышленных линиях птицы наблюдается зна­
чительное снижение генетического разнообразия (Muir et 
al., 2008), и использование криконсервированного семени 
лучших представителей линии или породы в искусствен­
ном осеменении в условиях промышленного птицеводства 
позволяет расширить размах изменчивости и ускорить 
прогресс селекции.

Низкотемпературное хранение семени
Криоконсервация репродуктивных клеток самцов  – 
важнейший и практически единственный на сегодня 
метод сохранения генофонда сельскохозяйственных птиц 

in vitro. Для консервации семени сельскохозяйственных 
птиц разработаны различные протоколы, результатив­
ность которых зависит от многих условий (Целютин, 
Тур, 2013; Thélie et al., 2019). До сих пор не решена про­
блема снижения функциональной способности семени 
после цикла замораживания–оттаивания и недостаточно 
высок уровень оплодотворяющей способности декон­
сервированного семени. По данным разных авторов, в 
зависимости от методов замораживания, индивидуаль­
ных и породных особенностей кур, оплодотворяемость 
яиц колеблется от 2 до 85 % (Blesbois et al., 2007; Long et 
al., 2010; Seigneurin, Blesbois, 2010; Çiftci, Aygün, 2018), 
средний же уровень показателя оплодотворенности при 
использовании криоконсервированного семени низок, как 
правило, не превышает 30 % (Fulton, 2006). В некоторых из 
последних публикаций говорится о средней фертильности 
заморожено-оттаянного семени на уровне 65 % (Silyukova 
et al., 2019). Снижение жизнеспособности эмбрионов, 
полученных от использования криоконсервированного 
семени за счет фрагментации ДНК (Watson, 2000; Liptói, 
Hidas, 2006; Morris et al., 2012), ставит под сомнение эко­
номическую целесообразность его применения для прак­
тической селекционной работы. Поэтому продолжаются 
исследования по совершенствованию состава разбави­
телей для криоконсервации, подбору криопротекторов 
и способов замораживания (в пайетах, в гранулах), со­
вершенствованию протоколов заморозки (low-fast) и т. д. 
(Thieu Ngoc Lan Phuong et al., 2014; Svoradová et al., 2017). 

Большинство исследований по криоконсервации семе­
ни птиц проводится с использованием смешанных эяку­
лятов нескольких самцов, хотя известно, что генетический 
вклад каждого самца неодинаков в связи с эффектом из- 
бирательности оплодотворения (Сахарова, Попов, 2001) 
и самцы имеют различные показатели сохранности спер­
матозоидов после криоконсервации (Pleshanov et al., 2018, 
2019). Поэтому остаются опасения, что использование 
криоконсервированного семени от смешанных эякулятов 
из криобанков может приводить к увеличению степени 
инбридинга в популяции. Во избежание подобной про­
блемы при сохранении редких и исчезающих пород кур 
необходимо закладывать в криобанк семя от индивиду­
альных эякулятов.

В России исследования в данном направлении ведут­
ся в ФГБНУ «Федеральный научный центр животновод­
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ства – ВИЖ им. академика Л.К. Эрнста» и его филиале, 
Всероссийском научно-исследовательском институте ге­
нетики и разведения сельскохозяйственных животных 
(Иолчиев и др., 2018; Mavrodina et al., 2018a, b; Pleshanov, 
Stanishevskaya, 2018; Stanishevskaya, Pleshanov, 2018a–c). 

Используемые технологии. Во многих научных публи­
кациях описаны различные протоколы криоконсервации 
семени птиц одомашненных и диких видов. Технологии 
различаются по типу криопротектора, по способу упаков­
ки (пайеты, гранулы и др.), по скоростям замораживания 
и оттаивания (fast/slow) и по температурным режимам. 
Эффективность протоколов может быть оценена с по­
мощью анализа функционального состояния семени 
in vitro (определение концентрации и подвижности спер­
матозоидов, морфологии, соотношения живые/мертвые) 
и оценки оплодотворяющей способности спермы in vivo 
при искусственном осеменении (Varadi et al., 2013; Thieu 
Ngoc Lan Phuong et al., 2014). Установлено, что высокие 
скорости замораживания–оттаивания семени птиц более 
предпочтительны с точки зрения повышения его выжива- 
емости в отличие от протокола для семени млекопита­
ющих (Shahverdi et al., 2015; Madeddu et al., 2016). Су­
ществует значительная индивидуальная, межпородная 
и межвидовая изменчивость по криоустойчивости семе- 
ни птиц, из чего следует необходимость разработки раз­
личных стратегий криоконсервации для разных видов и 
пород (Blesbois et al., 2007).

Методы оценки качества семени. Криоконсервация 
семени очень важна для управления генетическим раз­
нообразием птиц ex situ, но применение данного метода 
ограничено высокой вариабельностью показателей ус- 
пеха. Для расчета количества спермодоз при формиро­
вании криобанка необходимо прогнозирование оплодо­
творяющей способности криоконсервированного семени. 
К  сожалению, при определении эффективности своих 
разработок многие исследователи ограничиваются только 
оценкой подвижности сперматозоидов. Этот тест недоста­
точно информативен в плане прогноза оплодотворяющей 
способности спермы.

Более эффективный прогноз по оплодотворяющей спо­
собности семени дают методы оценки морфологических 
нарушений с использованием флуоресцентного окраши­
вания живых и мертвых клеток, проточной цитометрии, 
оценки параметров подвижности спермы при помощи 
компьютерного анализа (CASA). Использование системы 
CASA позволяет оценить количество жизнеспособных и 
морфологически нормальных клеток  (PVN), массовую 
подвижность (MMOT) и различные параметры движения, 
включая процентное содержание подвижных спермато­
зоидов (PMOT), и биофизические тесты – устойчивость 
к осмотическому стрессу  (OSM), проницаемость мем­
бран (FLUID) (Blesbois et al., 2008; Svoradová et al., 2018). 
Тем не менее комплекс этих тестов не отражает в полной 
мере функциональную полноценность спермы.

Функциональная способность оттаянного семени мо­
жет быть достоверно определена in vitro путем анализа 
взаимодействия сперматозоида с внутренним слоем ви­
теллиновой мембраны желтка куриных яиц (Robertson et 
al., 1997; Long et al., 2010). Оценка проводится в лабо­
раторных условиях по количеству точек гидролиза (про­

никновений сперматозоидов) на единицу площади внут­
реннего перивителлинового слоя (Robertson et al., 1997). 
По сравнению с традиционной оценкой качества этот 
метод более информативен для прогнозирования опло­
дотворяющей способности сперматозоидов.

Сохранение женских гамет. В настоящее время не 
разработан способ сохранения половых клеток самок 
птиц. Наличие большого количества желтка в яйцеклет­
ках птиц не позволяет применять существующие мето­
ды криоконсервации (Fulton, 2006). Это представляет 
серьезную проблему при сохранении породы/популяции, 
поскольку она не может быть полноценно сохранена без 
генетического вклада особей обоих полов, происходит 
потеря материнской наследственности, включая мито­
хондриальный геном. Существующие на сегодняшний 
день методы сохранения репродуктивных клеток птиц 
(спермиев) позволяют восстанавливать исчезающие 
породы/популяции только за счет поглотительного скре­
щивания. 

Относительно инновационная технология – трансплан­
тация криоконсервированных клеток гонад неонатальных 
цыплят взрослым особям-реципиентам для репродукции 
донорского потомства. Метод трансплантации может 
способствовать сохранению исчезающих видов птиц и 
поддержанию их генетической изменчивости (Benesova, 
Trefil, 2016). Криоконсервация ткани яичника является 
фактически единственным эффективным способом со­
хранения in vitro женской зародышевой плазмы у птиц. 
Предложен метод витрификации тканей донорских яич­
ников в пайете. Фрагменты ткани яичника от самок не­
дельного возраста переносят на металлический стержень, 
затем витрифицируют в жидком азоте при использовании 
специальных сред. Данный метод позволяет хранить и 
транспортировать ткани яичника птиц. В опыте была по­
казана успешная приживаемость трансплантата (Liu et al., 
2012). Кроме того, трансплантацию яичника можно при­
менять для исследований в области генетики и биологии 
развития (Song, Silversides, 2007; Liptoi et al., 2013). По­
скольку этот метод включает в себя значительное хирур­
гическое вмешательство и подразумевает использование 
иммунодепрессантов, то в каждодневной реализации он 
представляется затратным и технологически сложным.

Сохранение эмбриональных клеток. Первичные за­
родышевые клетки  (PGC) кур могут быть выделены и 
культивированы in  vitro. PGC являются ценным исход­
ным материалом для клеточной генной инженерии, полу­
чения зародышевой плазмы и генетического сохранения 
видов и популяций (Kino et al., 1997). Действительно, PGC 
птиц могут размножаться в культуре и быть законсерви­
рованы без необратимого изменения их биологических 
свойств (van der Lavoir et al., 2006; Nandi et al., 2016; To­
nus  et al., 2016). Для криоконсервации PGC птиц при­
меняют два основных метода: медленное замораживание 
(SLF) и ультрабыстрое замораживание (Vitrif) (Tonus et 
al., 2017). Эти клетки могут быть использованы для вос­
становления гонадных тканей с зародышевыми клетками 
донорской линии. Данная методика неприменима в на­
стоящее время для сохранения всего эмбриона (Fulton, 
2006). Оба метода требуют дальнейших исследований, но 
можно уже сейчас определенно сказать, что сохранение 
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клеток in vitro в будущем обеспечит основу для разработ­
ки практического банка генов и систематизированного 
геномного банка для птиц.

Генетика криоустойчивости  
репродуктивных клеток
Криоустойчивость семени является генетически обуслов­
ленным признаком (Pleshanov et al., 2019), но механиз- 
мы влияния криоконсервации на эпигенетическое состо­
яние клеток еще не полностью исследованы. Процесс за­
мораживания–оттаивания сперматозоидов может влиять 
на повреждения в генах, например, связанных с рождае­
мостью SNORD116/PWSAS и UBE3A (Valcarce et al., 2013).

При изучении изменений сперматозоидов кабана после 
криоконсервации были выявлены различия по 41 белку 
(Chen et al., 2014). В качестве маркерных белков, влия­
ющих на устойчивость семени к замораживанию, были 
предложены SOD1, TPI1, ODF2 и AKAP3. У Gallus gallus 
domesticus для SOD1, TPI1 и ODF2 найдены гены-онто­
логи. Рассмотрим их подробнее. Белок, кодируемый ге­
ном SOD1 (superoxide dismutase 1), связывает ионы меди 
и цинка и способствует разрушению супероксидных ра­
дикалов в молекулярный кислород и перекись водорода 
(Bogle et al., 2017; Wu, 2019). Другой изозим этого белка 
находится в митохондриях, и функции его пока не изуче­
ны. Фермент TPI1 (triosephosphate isomerase 1), который 
состоит из двух идентичных белков, катализирует изоме­
ризацию глицеральдегидов 3-фосфата (G3P) и дигидрок­
сиацетонфосфата (DHAP) в гликолизе и глюконеогенезе 
(Chen et al., 2014).

Обнаружено, что белки HSP90 (heat shock protein 90) 
связаны с подвижностью сперматозоидов, количество 
их значительно уменьшается после замораживания–от­
таивания (Huang et al., 2009).

Значительные белковые изменения в сперматозоидах 
человека до и после криоконсервации были выявлены 
Wang с коллегами (Wang et al., 2014). Белки митохондри­
ального матрикса ACO2 (aconitase 2) и OXCT1 (3-oxoacid 
CoA-transferase 1), нитевидный белок TEKT1 (tektin 1), 
который необходим для образования цилиарных и жгути­
ковых микротрубочек, гликолитический фермент ENO1 
(enolase 1), белок промежуточных филаментов виментин 
и аминокислота тирозин связаны подвижностью сперма­
тозоидов, жизнеспособностью и целостностью акросомы 
(Wang et al., 2014).

В результате замораживания–оттаивания было показано 
снижение количества антиоксидантных белков, таких как 
SOD1, PRDX6 (peroxiredoxin 6), TXNDC2 (thioredoxin do­
main containing 2), GSTM3 (glutathione S-transferase mu 3), 
мембранных белков CYB5R2 (cytochrome b5 reductase 2), 
белков зоны пеллюцида ZPBP1 и ZPBP2 (zona pellucida 
binding protein), акросомальных белков ACRBP (acrosin 
binding protein) и SPACA3 (sperm acrosome associated 3). 
В то же время увеличивалось количество других белков, 
накопление которых наблюдается при стрессовом состоя­
нии клетки: ANX1, ANX3 и ANX4 (annexin A); кластерин 
(CLU clusterin), импортин-1b (KPNB1) karyopherin subunit 
beta 1, HIST1H4A (histone cluster 1 H4 family member a), 
TUBA1A (tubulin alpha  1a) и SPAG17 (sperm associated 
antigen 17) (Bogle et al., 2017).

Изучение влияния криоконсервации на сперматозоиды 
Gallus gallus domesticus показало увеличение на 36 белков 
и сокращение на 19 белков после оттаивания. Эти белки 
были связаны с метаболизмом сперматозоидов (Cheng et 
al., 2015). Такие белки, как ACRBP, FN1 (fibronectin 1), 
HSP90AA1 (heat shock protein 90) и VDAC2 (voltage depen­
dent anion channel 2), служат биомаркерами, предсказыва­
ющими устойчивость спермы хряков к криоконсервации 
(Vilagran et al., 2015, 2016).

Во время оплодотворения сперматозоиды доставляют 
отцовскую мРНК в яйцеклетку и, таким образом, играют 
важную роль в начале развития эмбриона. В процессе за­
мораживания транскрипты и взаимодействие мРНК-белок 
в сперматозоидах могут быть потеряны, что может влиять 
на развитие эмбриона (Valcarce et al., 2013). Ранее были 
выявлены корреляции между мРНК спермы и развитием 
эмбриона на ранних стадиях у человека и некоторых жи­
вотных (Hezavehei et al., 2018). Исследования Valcarce et 
al. (2013) показали уменьшение экспрессии генов PRM1, 
PRM2, PEG1/MEST и ADD1, связанных с фертильностью 
спермы человека после криоконсервации. В ряде иссле­
дований наблюдали изменение транскриптов некоторых 
белков и микроРНК. Предпринимаются попытки объяс­
нить некоторые эпигенетические модификации, которые 
могут возникнуть в сперматозоиде во время процесса 
замораживания (Hezavehei et al., 2018).

Криоконсервация семени – очень важный метод вспо­
могательной репродукции, но сам процесс заморажива­
ния–оттаивания вреден, поскольку приводит к снижению 
подвижности и жизнеспособности сперматозоидов, к пре­
ждевременной капацитации и, как следствие, к снижению 
эффективности искусственного оплодотворения. Поэтому 
добавление некоторых белков нормализует процесс кон­
денсирования и ускоряет процесс оплодотворения in vitro. 
Использование, например, TrxA-FNIIx4-His6 является 
многообещающим биотехнологическим подходом для 
криоконсервации сперматозоидов барана и поддержания 
жизнеспособности сперматозоидов (Ledesma et al., 2019).

Кроме сохранения генетического материала в спермо­
банке, возможно создание криобанка эмбрионов. У круп­
ного рогатого скота оценивали влияние ресвератрола на 
эмбрионы после криоконсервации. Изучено его влияние 
на сохранность функций митохондрий, целостность ДНК, 
экспрессию SIRT1 (sirtuin 1) и способность эмбрионов к 
развитию. Выживаемость эмбрионов значительно улуч­
шалась, когда после оттаивания их инкубировали в сре­
де, содержащей 0.5 мкМ ресвератрола. Кроме того, экс­
прессия SIRT1 и содержание бесклеточной мтДНК в 
среде были выше в случае эмбрионов, обработанных рес­
вератролом. Следует отметить, что медленное заморажи­
вание влияет на целостность и функцию митохондрий 
в бластоцистах (Hayashi et al., 2019). Важно улучшить 
условия созревания in vitro (IVM) для незрелых ооцитов 
после криоконсервации, особенно если ограниченное 
количество ооцитов собрано у конкретных доноров. Си­
стемы культивации со свежими ооцитами значительно 
ускоряют мейотическое развитие витрифицированных 
ооцитов и существенно увеличивают скорость образова­
ния бластоцист после партеногенетической активации и 
переноса ядер соматических клеток (Jia et al., 2019).
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The current state of the problem  
of in vitro gene pool preservation in poultry

Понимание молекулярно-генетических механизмов, 
обусловливающих эпигенетические процессы, которые 
происходят в репродуктивных клетках при заморажива­
нии–оттаивании, позволит повысить результативность 
используемых технологий по сохранению видов/пород/
популяций редких и исчезающих животных и птиц.

Лиофилизация
Сохранение спермы путем лиофилизации является инно­
вационным методом. Преимущества лиофилизированных 
сперматозоидов состоят в том, что они могут храниться 
при температуре 4 °С в течение длительного времени, а 
также храниться и транспортироваться при комнатной 
температуре без использования жидкого азота или сухого 
льда в качестве охлаждающих агентов.

Ожидается, что именно лиофилизация спермы, а не 
криоконсервация, может стать новым простым методом 
сохранения генетических ресурсов и использоваться в 
том числе для получения трансгенных животных (Kaneko, 
2012). Состояние исследований в области сублимацион­
ной сушки семени диких и домашних животных свиде­
тельствует о возрастающем интересе к этому способу 
сохранения генетических ресурсов. Методы лиофилиза­
ции применительно к микроорганизмам и растительным 
клеткам разработаны и успешно применяются. Интерес к 
лиофилизации репродуктивных клеток как возможности 
более дешевого способа сохранения и транспортировки 
(в том числе в космос) генетического материала диких и 
домашних животных, по сравнению с криоконсерваци­
ей, в мире стремительно растет; исследования ведутся 
в Японии, Израиле, Египте, Испании, Франции. Методы 
лиофильной сушки разрабатываются с учетом видовой 
принадлежности. Достигнуты положительные результа­
ты на мышах, крысах, хомяках, крупном рогатом скоте, 
баранах, кроликах, шимпанзе, жирафах, ягуарах и  др., 
но говорить о решении проблемы пока преждевременно, 
поскольку функциональные характеристики сперматозои­
дов сохраняются не в полном объеме (Hopshi et al., 1994; 
Foote, 2002; Liu et al., 2004; Kawase et al., 2005; Li et al., 
2009; Gil et al., 2014; Kaneko et al., 2014; Shahba et al., 2016; 
Wakayama et al., 2017; Arav et al., 2018). Основные труд­
ности связаны с повреждениями двигательного аппарата 
сперматозоидов, мембран и ДНК. Что касается птиц, в 
том числе сельскохозяйственных, то исследования по 
лиофильной сушке их семени не проводились, во всяком 
случае не опубликованы.

Проблемы криоконсервации
Криоконсервация запускает не только процессы повреж­
дения на механическом уровне повреждений мембран, 
но и химико-физические процессы денатурации белков и 
липидов бислоев мембран, что приводит к сублетальному 
замерзанию и запуску процессов криокапацитации, об­
разования активных форм кислорода и изменения белков 
сперматозоидов, липидов и сахаров (Pini et al., 2018).

Общеизвестно, что устойчивость к холодовому шоку и 
криоустойчивость сперматозоидов различных видов сель­
скохозяйственных животных, в том числе сельскохозяй­
ственных птиц, сильно разнятся. Криоконсервированное 
семя любого вида животных имеет пониженную фертиль­

ность по сравнению со свежей спермой. Причины потери 
фертильности различны: восприимчивость к холодовому 
шоку, скорость охлаждения, состав разбавителя и осмо­
тический стресс. Существуют также факторы, влияющие 
на функциональное состояние заморожено-оттаянных 
сперматозоидов: стабильность мембран, окислительные 
повреждения, целостность мембранного рецептора, струк­
тура ядра (Watson, 2000; Иолчиев и др., 2018). В процессе 
криоконсервации и деконсервации сперматозоиды могут 
получать как необратимые повреждения, выражающие- 
ся в отсутствии подвижности и различных морфологи­
ческих нарушениях, так и обратимые, связанные в основ­
ном с временным нарушением структуры и проницаемо­
сти мембран.

Есть мнение, что высокое содержание внутриклеточно­
го протеина вместе с осмотической «усадкой» мембраны 
сперматозоида, вызванной образованием внеклеточного 
льда, приводит к внутриклеточной витрификации спер­
матозоидов во время охлаждения. При высоких скоростях 
охлаждения повреждение сперматозоидов является ре­
зультатом осмотического дисбаланса, возникающего во 
время оттаивания, а не внутриклеточного образования 
льда во время замораживания. Осмотический дисбаланс 
возникает при высоких скоростях охлаждения из-за огра­
ниченной диффузии кристаллизации льда во внеклеточ­
ной жидкости, т. е. количество льда, образующегося во 
время охлаждения, меньше, чем ожидалось от диаграммы 
фазового равновесия (Morris et al., 2012).

В криоустойчивости семени петухов существует значи­
тельная межпородная изменчивость, оцененная по пока­
зателю активности деконсервированных сперматозоидов; 
коэффициент вариации  (Cv) может достигать 23–25  % 
(Pleshanov et al., 2018; Stanishevskaya, Pleshanov, 2018a). 
В исследованиях показана большая индивидуальная из­
менчивость активности спермы петухов в цикле замора­
живания–оттаивания (Плешанов и др., 2017; Pleshanov, 
Stanishevskaya, 2018; Stanishevskaya, Pleshanov, 2018a, b). 
Коэффициент вариации (Cv) активности нативной спермы 
составил 6.1 %, а деконсервированной – 19.5 %, что сви­
детельствует о широкой норме реакции сперматозоидов 
на влияние низких температур. 

Общепринятыми параметрами отбора эякулятов для 
целей криоконсервации являются: объем эякулята, кон­
центрация и подвижность сперматозоидов. Эти критерии 
не дают полного прогноза степени криотолерантности 
репродуктивных клеток, которая во многом обусловлена 
состоянием мембран (именно мембраны в первую очередь 
повреждаются в процессе замораживания–оттаивания).

Одним из способов оценки степени криоповреждения 
клеточных мембран спермиев является метод окрашива­
ния с помощью красителя Sperm VitalStain (Nidacon Inter­
national AB, Швеция), который позволяет оценить крио­
повреждения за счет изменения окраски поврежденных 
клеток (Pleshnov, Stanishevskaya, 2018). Изучаются такие 
липидные фракции мембран, как гликолипиды, фосфоли­
пиды, стерины; холестерин и соотношение холестерин/
фосфолипиды и др., влияющие на состояние клеточных 
мембран, их проницаемость, микровязкость, текучесть и 
молекулярную подвижность липидов в мембране, на про­
цесс капацитации, взаимодействие мембран яйцеклетки 
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и сперматозоида и на результат оплодотворения (Blesbois 
et al., 2005; Ahmed et al., 2014; Eubaid et al., 2015; Partyka 
et al., 2016; Плешанов и др., 2017).

В последних исследованиях в области криоустойчиво­
сти сперматозоидов было установлено влияние амино­
кислотного профиля семенной плазмы у разных пород 
кур на фрагментацию ДНК (Santiago-Moreno et al., 2019) 
и связь состава внутриклеточного протеина спермато­
зоида с показателями осмотического дисбаланса после 
размораживания (Morris et al., 2012). Результаты этих 
исследований раскрывают новые аспекты криобиологии 
сперматозоидов, что является предпосылкой к разработке 
новых технологий сохранения сперматозоидов, включая 
витрификацию и лиофилизацию.

Проблемы ранней эмбриональной смертности. Об­
щеизвестно, что при использовании заморожено-оттаян­
ных сперматозоидов снижается не только показатель их 
фертильности, но и жизнеспособность эмбрионов. Смерт­
ность эмбрионов на ранних стадиях развития может до­
стигать 8–17 % (Stanishevskaya, Pleshanov, 2018c). Данная 
область недостаточно изучена, так как технически труд- 
но исследовать причины замершего развития, поскольку 
признаки ранней эмбриональной смерти не определяе­
мы. Вероятно, одной из основных причин ранней эмбрио­
нальной смертности является повреждение ДНК, вызвав­
шее функциональные повреждения ядерных структур 
сперматозоида (Watson, 2000; Liptói, Hidas, 2006). Кроме 
того, не следует исключать влияния используемых при 
замораживании сперматозоидов токсичных криопротек­
торов эндо/экзоцеллюлярного действия и их концентра­
ции, которые также могут быть причиной гибели эмбрио­
на на ранней стадии развития (Mosca et al., 2019).

Таким образом, генетическое разнообразие сохраня­
емого материала снижается на различных стадиях пост­
сингамии по причине выбытия особи с пониженной 
криорезистентностью репродуктивных клеток.

Криопротекторы. Необходимым условием успеш­
ной криоконсервации репродуктивных клеток является 
использование криопротекторов. Криопротекторы эн­
доцеллюлярного действия проникают в клетки и преду­
преждают образование внутриклеточного льда, но при 
высоких концентрациях могут оказывать повреждающее 
действие. Экзоцеллюлярные криопротекторы действуют 
вне сперматозоидов во внеклеточном пространстве и 
защищают клетки, обезвоживая внутриклеточное про­
странство и ограничивая действие осмотического шока 
во время оттаивания.

Глицерин, один из самых известных криопротекторов, 
наиболее эффективен и наименее токсичен для спермато­
зоидов петухов. К сожалению, он оказывает контрацеп­
тивное действие после осеменения кур и требует удале­
ния перед осеменением. Наиболее широко используемые 
проникающие криопротекторы  – диметилсульфоксид, 
диметилацетамид, диметилформамид и этиленгликоль. 
Образцы семени можно разморозить без дальнейшей об­
работки, и с этими веществами были получены высокие 
уровни фертильности в зависимости от скорости охлаж­
дения и типа упаковки семени (Santiago-Moreno et al., 
2011). Непроникающие криопротекторы, известные так- 
же как осмопротекторы, представляют собой низкомоле­

кулярные гидрофильные нетоксичные молекулы, которые 
помогают стабилизировать внутренние растворенные ве­
щества при осмотическом стрессе в клетках. Эти криопро­
текторы часто используют в сочетании с проникающи­
ми (Benesova, Trefil, 2016; Mosca et al., 2016; Svoradová et  
al., 2017).

Последние исследования в области разработок крио­
протекторов принципиально иного действия основаны 
на антифризных гликопротеинах  (АФГП) и антифриз­
ных протеинах (АФП), обнаруженных в крови и тканях 
пойкилотермических организмов, живущих в морозных 
средах (насекомые, морские рыбы). Полученные вещества 
ингибируют рост ледяных кристаллов неколлигативным 
образом. Использование АФП открывает перспективное 
направление для криоконсервации живых тканей и кле­
ток. Сообщалось об эффективности некоторых АФП или 
АФГП рыб против гипотермического повреждения при 
сохранении ооцитов свиней и крупного рогатого скота, 
цельной печени крысы и модельных мембран. Для со­
хранения спермы были предприняты попытки разрабо­
тать методы криоконсервации с добавлением АФП рыб 
у разных видов с различной эффективностью. Недавно 
обнаружено, что АФП и АФГП морских рыб улучшают 
результаты криоконсервации сперматозоидов буйволов 
(Qadeer et al., 2016).

Проводятся исследования по использованию реком­
бинантных АФП на основе АФП личинок Dendroides 
canadensis  (DAFP) для криоконсервации. Добавление 
DAFP в разбавитель защищает семя быка буйвола (Bu­
balus bubalis) на стадиях замораживания–оттаивания и 
повышает фертильность криоконсервированного семени 
(Qadeer et al., 2016).

Криобанки и их вклад  
в сохранение генетических ресурсов
Коллекции генетических банков имеют неоценимое зна­
чение для предотвращения исчезновения пород из-за экс­
тремального генетического состояния, такого как малая 
численность породы/популяции, высокая частота встреча­
емости генетических дефектов в результате интенсивной 
селекции и генетического дрейфа. Хранящийся материал 
от животных, не несущих нежелательных и летальных 
мутаций, может быть использован для снижения частоты 
дефектов до приемлемого уровня.

Биобанки служат готовым источником генетически 
разнообразной и специализированной ДНК. Сохраняемые 
материалы используются для исследований генетического 
разнообразия, изучения геномных ассоциаций, функций 
генов и др. Важно, что со временем генетические банки 
могут предоставлять образцы от разных поколений, тем 
самым способствуя повышению точности геномной се­
лекции. Это последнее преимущество будет легче реали­
зовать, если каталогизировать информацию с учетом фе­
нотипа и генотипа и провести геномную паспортизацию 
закладываемых образцов (Wildt, 2000; Comizzoli, 2015).

Проблемой сохранения генетического разнообразия 
in  vitro, в том числе сельскохозяйственных птиц, зани­
маются во многих странах мира. Одним из преимуществ 
сохранения генетического разнообразия in vitro в крио­
банках является экономическая составляющая (Woelders, 
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2006; Santiago-Moreno et al., 2011; Silversides et al., 2013; 
FAO, 2015).

В последнее время развивается новый подход к взаи­
модействию между организациями, сохраняющими  ге­
нофонд ex situ in vivo и ex situ in vitro. Деятельность ге­
нетического банка заключается не только в получении и 
сохранении резервного биологического материала, но и 
в активном сотрудничестве с коллекциями в живом раз­
ведении для расширения генетического разнообразия при 
сохранении ex situ in vivo.

Генетические банки по сохранению сельскохозяйст­
венных птиц могли бы принять во внимание опыт Евро­
пейского союза, Европейской ассоциации животновод­
ства  (EAAP) и FAO, которыми созданы европейские и 
международные консультативные форумы для обсуждения 
и принятия конкретных мер по сохранению генетических 
ресурсов во всем мире. Однако претворение этой идеи в 
жизнь – сложный процесс, требующий междисциплинар­
ного сотрудничества и разработки четко определенных 
целей (Mara et al., 2013).

Законодательством Российской Федерации предусмот­
рена нормативно-правовая база (Стратегия) для  сохра­
нения редких и находящихся под угрозой исчезнове­
ния видов животных, растений и грибов (Распоряжение  
Правительства РФ от 17.02.2014 № 212-р), предполагаю­
щая сохранение в том числе in vitro. Что касается про­
блемы сохранения генетического разнообразия сельско­
хозяйственных животных и птиц, то Федеральный закон 
«О племенном животноводстве» от 03.08.1995 № 123-ФЗ 
не предусматривает регулирование этой формы. Необхо­
димы разработка и принятие закона и подзаконных актов, 
определяющих правовой статус генетических криобанков 
в общей системе сохранения генетических ресурсов.
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