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Аннотация. Исследовано влияние молекулярного водорода на фертильные показатели и энергетический метаболизм спер-
матозоидов черно-пестрых голштинизированных быков. Изучили нативную сперму и сперму после глубокой заморозки, раз-
бавленную BioXcell и BioXcell с молекулярным водородом. Добавление молекулярного водорода в среду для разбавления спермы 
и последующая заморозка изменяли функциональный статус клеток после размораживания, увеличилась подвижность спер-
матозоидов, количество быстрых сперматозоидов, снизилось число медленных клеток относительно анализируемых пока-
зателей сперматозоидов после криоконсервации, не подвергшихся воздействию молекулярного водорода. После оттаивания 
подвижность сперматозоидов возросла на 12%, средняя скорость движения – 9%, содержание АТФ – в два раза. Результаты 
эксперимента показали, что добавление молекулярного водорода в состав разбавителя спермы улучшает биологические 
показатели качества спермы быков, ее фертильность, повышает энергетический метаболизм сперматозоидов.
Ключевые слова: крупный рогатый скот, молекулярный водород, сперматозоиды, криоконсервация, подвижность, АТФ

CORRECTION OF METABOLIC AND STRUCTURAL DISORDERS 

IN BULL SPERMATOZOIDS DURING CRYOPRESERVATION USING 

MOLECULAR HYDROGEN

M.N. Ivashchenko1, 2, PhD in Biological Sciences
A.V. Deryuginа1, Grand PhD in Biological Sciences

А.А. Belov1, 2, PhD in Biological Sciences
М.I. Latushko3, PhD in Engineering Sciences

P.S. Ignatiev3, PhD in Physical and Mathematical Sciences
A.I. Erzutov3, PhD Student

M.S. Lodyanоy1, PhD in Biological Sciences
1National Research Nizhny Novgorod State University named after N.I. Lobachevsky, Nizhny Novgorod, Russia

2Nizhny Novgorod State Agrotechnological University, Nizhny Novgorod, Russia
3Production Association “Ural Optical and Mechanical Plant named after E.S. Yalamov”, Yekaterinburg, Russia

Е-mail: kafedra2577@mail.ru

Abstract. The influence of molecular hydrogen on the fertility parameters and energy metabolism of spermatozoids of black-and-white 
Holstein bulls was studied. Sperm was diluted with sterile BioXcell medium (France), diluted in hydrogen water. We studied native sperm 
diluted with BioXcell and BioXcell with molecular hydrogen, as well as after deep freezing with and without pre-treatment with molecular 
hydrogen. The addition of molecular hydrogen to the medium for diluting sperm and subsequent freezing changed the functional status 
of cells after thawing, leading to an increase in their motility, an increase in the number of motile and fast sperm, and a decrease in the 
number of slow cells relative to the analyzed indicators of regenerative cells after cryopreservation that were not exposed to molecular 
hydrogen. Sperm motility after thawing was 12% higher (p  0.05), the average movement speed was 9% (p0.05), and the ATP content 
was two times higher than in sperm samples not treated with molecular hydrogen. The results of the experiment showed that the addition 
of molecular hydrogen to the semen extender improves the biological indicators of the quality of bull sperm, its fertility, and increases the 
energy metabolism of spermatozoids.
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Уровень воспроизводства в животноводстве 
определяется количественными и качественными 
показателями спермы быков. [3, 4] Большое теоре-
тическое и практическое значение имеет изучение 
ее способности к криоконсервации.

Многочисленными исследованиями установ-
лено, что процесс замораживания вызывает не-
благоприятные изменения в половых клетках, их 
повреждение или полную гибель. [2] Технология 
сохранения гамет позволяет получить примерно 
50% живых сперматозоидов после оттаивания. [17]

Причина гибели спермиев при криоконсерва-
ции – затвердевание воды, которой в сперме со-
держится примерно 90%. Образовавшие кристал-
лы льда разрушают структуру протоплазмы и ядра 
сперматозоидов. При охлаждении лед появляется 
изначально в жидкой фазе спермы, в результате 
растворенные в ней сахара и соли образуют ги-
пертонические растворы, под действием которых 
сперматозоиды обезвоживаются. [8, 17]

Совершенствование протоколов криоконсерва-
ции спермы помоголо бы решить множество про-
блем, связанных со снижением ее качества после 
оттаивания. [12, 13]

Молекулярный водород относится к группе соеди-
нений, тормозящих на клеточном уровне свободнора-
дикальные процессы, повышающих активность анти-
оксидантной системы, усиливающих метаболизм, 
восстанавливающих структуру клеточных мембран. 
Он может положительно повлиять на морфологи-
ческие и функциональные показатели сперматозо-
идов. [9, 10]

Решающее значение для определения опти-
мальной функции спермы имеет прогрессивная 
подвижность сперматозоидов. [15, 16] Для ее под-
держания на необходимом для оплодотворения 
уровне требуются затраты АТФ. [11, 14]

Цель работы – изучить влияние молекулярно-
го водорода на функциональный статус нативных 
и деконсервированных сперматозоидов быков.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В ООО «Нижегородское» (Кстовский муни-
ципальный район Нижегородской области) ис-
следовали in vitro сперму черно-пестрых голшти-
низированных быков. Сбор проводили у животных 
в возрасте трех лет в соответствии с национальной 
технологией замораживания и использования 
спермы племенных быков-производителей. Взято 
около 150 эякулятов с подвижностью сперматозои-
дов более 7 баллов и минимальным количеством 
аномальных форм клеток.

Сперму разбавляли стерильной средой BioXcell 
(Франция). Для изучения влияния молекулярного 
водорода на сперматозоиды быков BioXcell разво-
дили водородной водой. Затем осуществляли ито-
говое разбавление, фасовку и эквилибрацию (экс-
позиция при 4°С в течение трех-четырех часов). 
Сперматозоиды замораживали в открытых гранулах 
по 0,2 мл (ГОСТ 26030-2015) в течение 7,5 мин. до 
температуры минус 145°С, затем контейнер с образ-
цами помещали в жидкий азот (минус 196°С).

После окончания семидневного карантина семя 
размораживали по стандартной технологии.

Освобождали сперматозоиды от семенной плаз-
мы отмывая ее физиологическим раствором, дважды 
центрифугируя по 10 мин. при 400g, надосадочную 
жидкость сливали. Осадок суспендировали в 1 мл 
физиологического раствора. Лизис сперматозоидов 
проводили трехкратным замораживанием/оттаива-
нием. Затем образцы центрифугировали 5 мин. при 
2500g.

Для насыщения воды молекулярным водоро-
дом использовали герметический бокс, в котором 
давление водорода повышали до 4 атм. в течение 
нескольких часов. Пакет выдерживали при атмос-
ферном давлении в замкнутом объеме для того, 
чтобы избежать выделения водорода в виде микро-
пузырьков и обратной его диффузии через стенки 
пакета. Концентрация молекулярного водорода 
в растворе – 1,2…5 мг/л.

Исследовали нативную сперму, разбавленную 
BioXcell (группа I), нативную разбавленную BioX-
cell с молекулярным водородом (II), сперму после 
криоконсервации (III) и после глубокой заморозки, 
предварительно обработанную молекулярным во-
дородом (IV).

Определяли качественные показатели фер-
тильности сперматозоидов на спермоанализаторе 
SA-500 «Биола» (Россия) и содержание в них АТФ 
методом И.Л. Виноградовой с соавторами. [1]

Полученные данные обрабатывали в программе 
Microsoft Excel. Результаты анализировали по пара-
метрическому t-критерию Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Нативные эякуляты имели 82,51±5,95% под-
вижных сперматозоидов. После криоконсервации 
71,15±4,34% из них были протестированы как под-
вижные (см. таблицу).

Приведенные в таблице экспериментальные 
данные показывают, что в нативной сперме количе-
ство подвижных сперматозоидов составило в сред-
нем 35,76±6,17 млн/доза, быстрых – 65,54±7,14 
и медленных – 45,37±4,17, после криоконсерва-
ции подвижных сперматозоидов было в среднем 
27,35±5,16, быстрых – 51,77±6,13 и медленных – 
46,38±4,44 млн/доза.

Скорость движения сперматозоидов – один из 
наиболее информативных показателей качества 
спермы. Исследования ученых на замороженно-от-
таянной сперме крупного рогатого скота подтверж-
дают, что значительную связь с оплодотворяющей 
способностью имеет не подвижность сперматозои-
дов, а скорость их движения. [5] В ходе проведен-
ных экспериментов произошло снижение скорости 
движения сперматозоидов после замораживания 
с 85,62±3,54 до 74,53±2,48 мкм/сек (р  0,05).

Известно, что концентрация АТФ в сперматозои-
дах положительно коррелирует с оплодотворяющей 
способностью. [6, 14] Согласно полученным данным, 
в оттаявших сперматозоидах концентрация АТФ 
ниже, чем в нативных. До замораживания содержа-
ние АТФ в сперматозоидах – 0,79±0,09 мкмоль/л, 
после оттаивания – 0,28 ±0,05 мкмоль/л.

По результатам исследований установлено, что 
при глубоком замораживании спермы быков черно-
пестрой породы в сперматозоидах наблюдаются из-
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менения фертильных показателей и биохимических 
процессов, связанных с генерацией энергии.

Добавление молекулярного водорода в среду 
для разбавления спермы и последующая замороз-
ка изменяло функциональный статус клеток по-
сле размораживания, приводило к увеличению их 
подвижности, повышению количества подвиж-
ных и быстрых сперматозоидов, снижению числа 
медленных клеток относительно анализируемых 
показателей регенеративных клеток после крио-
консервации, не подвергшихся воздействию мо-
лекулярного водорода. Подвижность сперматозои-
дов после оттаивания была выше на 12%, средняя 
скорость движения – 9%, содержание АТФ – в два 
раза, чем в образцах спермы, не обработанных мо-
лекулярным водородом.

Результаты экспериментов показали, что добав-
ление молекулярного водорода в состав разбавителя 
спермы улучшает биологические показатели ка-
чества спермы быков, ее фертильность, повышает 
энергетический метаболизм сперматозоидов.

Положительное влияние молекулярного во-
дорода на метаболические и структурные пока-
затели сперматозоидов возможно обусловлено 
антиоксидантными свойствами молекулярного 
водорода. [7, 9, 10] Известно, что в процессе крио-
консервации в сперматозоидах происходит нако-
пление супероксидных радикалов, что приводит 
к повреждению ДНК, белков, липидов, развитию 
окислительного стресса. [4, 5]

На основании проведенной работы можно за-
ключить, что добавление молекулярного водорода 
в среду для замораживания спермы быков повышает 
биологическую полноценность сперматозоидов.
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