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Аннотация: ﻿Оценена эффективность использования TTPEG*10PEG (тетраполиэтиленгликолят титана, 
растворенный в полиэтиленгликоле в соотношении 1:10) в качестве компонента сред для пролонгированного 
хранения спермы петухов при 5°С. Состав контрольной двухкомпонентной среды ВНИИГРЖ-2 в опытных груп-
пах дополняли TTPEG*10PEG в различных концентрациях (группа Т1 – 0,1%, Т2 – 0,01%, Т3 – 0,001%). Образцы 
спермы, полученной от петухов царскосельской породы (n=20) в возрасте 36 недель, разбавляли полученными 
средами и инкубировали в течение 120 ч при 5°С. Показатели жизнеспособности сперматозоидов (целост-
ность плазматической мембраны, митохондриальный потенциал клеток, содержание ионов кальция) опре-
деляли с помощью проточного цитометра ежесуточно, начиная с момента получения эякулятов. Показано, 
что модификация среды ВНИИГРЖ-2 для разбавления нативной спермы петухов добавлением TTPEG*10PEG 
в концентрациях 0,1, 0,01 и 0,001% не оказывает цитотоксического воздействия на сперматозоиды при 
пролонгированной инкубации спермы в условиях низких температур (5°С), что отражается в высоких по-
казателях жизнеспособности (целостность плазматических мембран) в опытных группах: 55,76±0,56 % 
(T2) и 50,86±2,53 % (T3) против 40,55±1,42% в контроле. Это также подтверждается сохранением высоко-
го уровня митохондриального потенциала в группах Т2 и Т3 (40,13±1,92 и 52,22±0,79% соответственно 
против 24,36±4,45% в контроле, p<0,05) спустя 120 ч инкубации спермы. Полученные данные позволяют 
рекомендовать TTPEG*10PEG в качестве компонента сред для разбавления нативной спермы петухов с целью 
долгосрочного хранения разбавленных эякулятов в условиях пониженных температур (5°С).

Влияние тетраполиэтиленгликолята 
титана (TTPEG*10PEG) на показатели 
жизнеспособности спермы петухов при 
пролонгированном хранении в условиях 
пониженных температур (5°С)

Научная статья

УДК 636.018

Введение. Использование 

нативной спермы петухов для 

искусственного осеменения (ИО) 

достаточно распространено в 

птицеводческой отрасли в срав-

нении с криоконсервированным 

семенем, поскольку заморожено/

оттаянные мужские гаметы пету-

хов (Gallus gallus domesticus) от-

личаются низкой криоустойчиво-

стью по сравнению со спермой 

других сельскохозяйственных 

животных [1]. Применение тех-

нологии ИО в птицеводстве спо-

собствует быстрому распростра-

нению генетического материала 

от группы превосходных самцов 

в обширной популяции самок, за-

крепляя фенотипы, повышающие 

хозяйственно-полезные признаки 

птицы. Для долговременного хра-

нения нативной спермы с целью 

ее дальнейшего использования 

необходимо разбавление спермы 

и хранение в условиях понижен-

ных температур, поскольку в ряде 

исследований показано, что инку-

бация спермы при температуре, 

приближенной к температуре тела 

самки (41°С), значительно снижает 

общую подвижность сперматозо-

идов в короткие сроки, как с ис-

пользованием сред для разбавле-

ния, так и без них [2,3]. Известно, 

что система in vivo (половые пути 

самки) может сохранять жизне-

способность и фертильность муж-

ских гамет в течение нескольких 

недель [4].

Ключевые слова: нативная и охлажденная сперма петухов, пролонгированное хранение, гидрогели, мито-
хондриальная активность.
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в технологиях ИО и экстракорпо-

рального оплодотворения (ЭКО).

Одним из веществ данной 

группы (гидрогелей) является 

TTPEG*10PEG (тетраполиэтилен-

гликолят титана, растворенный в 

полиэтиленгликоле в соотношении 

1:10), синтезированный на базе 

Института органического синтеза 

им. И.Я. Постовского Уральского 

отделения Российской академии 

наук (ИОС УрО РАН). Он является 

прекурсором, который растворим 

в полиэтиленгликоле (ПЭГ) -400 и 

воде. При растворении полиэти-

ленгликолятов титана в большом 

количестве воды происходит их 

быстрый обратимый гидролиз с 

выпадением осадка TiO
2
 [14,15].

Цель настоящего исследова-

ния – идентифицировать эффекты 

TTPEG*10PEG на показатели жизне-

способности сперматозоидов пету-

хов (целостность плазматической 

мембраны, содержание внутрикле-

точных ионов Ca2+, митохондриаль-

ный потенциал клеток) в динамике 

их пролонгированного хранения в 

условиях низких температур (5°С)

Материал и методика ис-

следований. В качестве объекта 

исследования использовали све-

жеполученные эякуляты петухов 

породы царскосельская (n=20) в 

возрасте 36 недель (ЦКП «Генети-

ческая коллекция редких и исче-

зающих пород кур», ВНИИГРЖ), с 

общей подвижностью нативных 

эякулятов ≥80%. Петухи содержа-

лись в индивидуальных клетках. 

Кормление, поение и световой 

режим экспериментальное пого-

ловье получало в соответствии с 

возрастными нормами, принятыми 

в ЦКП. Взятие спермы у петухов 

в одноразовые стерильные поли-

пропиленовые флаконы проводи-

ли дважды в неделю с помощью 

метода абдоминального массажа. 

ной плазматической мембраной, 

высокой митохондриальной актив-

ностью и общей подвижностью.

Результаты исследований, на-

правленных на сохранение функ-

циональных и морфологических 

характеристик образцов спермы 

петухов, хранящихся при 5°C свы-

ше 24 ч, определили возможность 

поддержания фертильности спер-

мы путем модернизации состава 

сред [11]. Однако на данный мо-

мент эти характеристики остаются 

невысокими в сравнении со све-

жеполученными эякулятами, что 

говорит о необходимости дальней-

ших исследований в этой области.

Использование глицерогелей 

в качестве платформы для отбора 

мужских гамет с высокими показа-

телями показано рядом исследова-

ний последних лет. Биосовмести-

мость гидрогелей и возможность 

персонализации их физико-хими-

ческих характеристик, таких как 

функциональные группы, указы-

вают на них как на привлекатель-

ные материалы для разработки 

платформы для отбора гамет [12]. 

Так, было обнаружено, что часть 

популяции подвижных спермато-

зоидов быка прочно прикрепилась 

к гидрогелям и была частично вы-

свобождена при обработке гиалу-

ронидазой; общая подвижность 

данной популяции гамет была до-

стоверно выше, в отличие от той, 

что не прикрепилась на поверх-

ность гидрогелевой основы [12]. 

В другом исследовании гидрогеле-

вые поверхности использовались 

для отбора спермы хряков, а от-

соединение адгезивных спермато-

зоидов осуществляли с помощью 

среды [13]. Эти результаты пока-

зывают, что гидрогели можно ис-

пользовать с целью отбора спермы 

с высокой жизнеспособностью и 

подвижностью для применения 

В связи с вышесказанным, ис-

пользование пониженных тем-

ператур (5°С) для пролонгации 

хранения разбавленных эякуля-

тов является распространенным 

методом, позволяющим добиться 

снижения скорости метаболизма 

мужских гамет, сохраняя, таким 

образом, показатели жизнеспособ-

ности спермы на высоком уровне. 

Тем не менее, в ряде исследова-

ний было показано, что даже ко-

роткие периоды хранения семени 

in vitro могут приводить как к ме-

таболическим, так и структурным 

нарушениям у сперматозоидов [5]: 

снижение доли клеток с интакт-

ной плазматической мембраной, 

митохондриального потенциала 

клеток, общей и прогрессивной 

подвижности.

Поскольку плазматические 

мембраны сперматозоидов пету-

хов содержат большое количество 

полиненасыщенных жирных кис-

лот, что делает их более восприим-

чивыми к оксидативному стрессу 

в сравнении с другими сельско-

хозяйственными животными [6], 

использование экзогенных анти-

оксидантов является одним из под-

ходов, используемых для повы-

шения показателей жизнеспособ-

ности и фертильности нативных 

эякулятов петухов, сохраняемых в 

условиях пониженных температур. 

При пролонгированном хранении 

спермы могут образовываться ак-

тивные формы кислорода (АФК), 

что приводит к разрушению струк-

турных компонентов сперматозои-

дов, детерминирующих фертиль-

ность спермы [7,8]. Эффектив-

ность данного подхода показана 

рядом исследований. Так, добав-

ление в охлаждающую среду раз-

личных антиоксидантов, таких как 

глутатион [9] и коэнзим Q10 [10], 

повышает долю клеток с интакт-
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с красителями составила 20 мин. 

Образцы с красителями TMRE и 

Fluo 3 AM дополнительно отмы-

вались PBS (1200 об./мин, 7 мин).

Статистический анализ данных 

включал расчет средних значений 

и стандартной ошибки средней. 

Оценку значимости различий меж-

ду массивами данных проводили 

при помощи t-критерия Стьюден-

та. Для определения взаимосвязи 

между массивами данных рассчи-

тывался ранговый коэффициент 

Спирмена. Различия считались 

достоверными при уровне 95% 

(p<0,05). Анализ осуществляли с 

помощью программного обеспе-

чения Microsoft Excel 2013.

Результаты исследований 

и их обсуждение. В начальной 

точке исследования показатели 

целостности плазматических мем-

бран контрольной и эксперимен-

тальных групп находилась в преде-

лах от 81,61±2,3 до 75,42±0,95%, 

показатели митохондриальной 

активности клеток и содержания 

внутриклеточных ионов каль-

ция составили от 71,56±1,56 до 

73,14±0,06% и от 71,55±4,46 до 

77,37±6,53% соответственно.

Оценка содержания ионов Ca2+ 

в сперматозоидах имеет важное 

значение, поскольку они детерми-

Ca2+ в образцах индивидуальных 

эякулятов петухов осуществлялась 

с использованием флуоресцент-

ных красителей, с периодично-

стью каждые 24 ч в течение 120 

ч. Флуоресценцию клеток анали-

зировали на проточном цитоме-

тре CytoFLEX (Beckman Coulter Life 

Sciences, США). В каждом образце 

оценивали не менее 10000 собы-

тий. Для анализа данных исполь-

зовали программное обеспечение 

CytExpert v. 2.4.0.28 (Beckman 

Coulter, Inc.). Препараты сперма-

тозоидов петухов, окрашенные 

флуоресцентными красителями, 

оценивали на микроскопе Axio 

Imager А1 (Carl Zeiss Microscopy, 

Германия).

Пробоподготовка для обработ-

ки всеми красителями была иден-

тична. Образцы нативной спермы 

и заморожено/оттаянных эяку-

лятов, разбавленные до концен-

трации 3х106 клеток/мл, дважды 

отмывали в PBS (1200 об./мин, 

7 мин), ресуспендировали и за-

тем добавляли флуорохромы до 

конечной концентрации 1 мкМ/

мл для Fluo 3 AM, 1 мкМ/мл для 

пропидия йодида (PI), и 1 мкМ/мл 

для перхлората этилового эфира 

тетраметилродамина (TMRE). По-

следующая инкубация образцов 

Общую подвижность оценивали 

на микроскопе Lacopa NK-310TAF, 

(Китай), ув. х100.

С р е д ы  с  д о б а в л е н и е м 

TTPEG*10PEG составляли на осно-

ве контрольной среды для разбав-

ления спермы петухов ВНИИГРЖ-2. 

Для этого к среде добавляли 

TTPEG*10PEG в концентрациях 

0,1% (опытная группа Т1), 0,01% 

(Т2) и 0,001% (Т3). Осмолярность 

определяли с помощью осмоме-

тра BKD-30SMC (Biobase, Китай), в 

цифровых показателях она состав-

ляла от 388 до 395 мОмс/л, что на-

ходится в пределах референсных 

значений, рекомендованных для 

разбавителей спермы птиц (250-

460 мОмс/л) [16]. Измерение pH 

проводили с помощью рН-метра 

рН-150МИ (НПО «Измеритель-

ная техника», Россия). Результаты 

представлены в табл. 1. Известно, 

что pH нативных эякулятов пету-

хов составляет 7,0 [17]. Учитывая 

степень разбавления спермы для 

целей эксперимента (1:1), влияние 

pH, слегка смещенного в кислую 

сторону, нивелировалось разбав-

лением и семенной плазмой.

Оценка таких показателей, как 

целостность плазматической мем-

браны, митохондриальный потенци-

ал и содержание внутриклеточного 

Таблица 1. Осмолярность и pH контрольной и экспериментальных сред

Показатели Контроль Т1 Т2 Т3

pH 6,79 6,76 6,81 6,81

Осмолярность, мОмс/л 391 395 388 390

Таблица 2. Содержание внутриклеточного Ca2+ в разбавленных эякулятах петухов, экспонированных 
в условиях низких температур (5°С) с добавлением в среду TTPEG*10PEG

Продолжительность 
хранения 

эякулятов, ч

Доля сперматозоидов с высоким содержанием ионов Ca2+, %

Контроль T1 T2 T3

0 71,55±4,46 75,40±2,82 77,37±6,53 73,94±6,55

24 54,13±1,71 55,50±6,61 59,23±3,1 59,97±1,68

48 38,14±12,21 58,81±2,4 51,53±5,76 53,84±5,24

72 34,39±8,82 37,81±7,55 27,66±5,71 38,57±3,92

96 26,02±6,63 38,17±8,38 21,20±4,17 28,59±6,54

120 41,87±11,88 38,00±5,82 30,34±12,97 42,95±10,36
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ние антиоксидантов в разбавители 

для хранения спермы петухов в 

охлажденном виде является пер-

спективным направлением, по-

зволяющим сохранять показатели 

жизнеспособности мужских гамет 

на высоком уровне при пролонги-

рованном хранении [7-10].

В нашем исследовании через 

24 ч достоверной разницы между 

контрольной и экспериментальны-

клетки подвергаются стрессовому 

температурному воздействию [20]. 

Как было сказано ранее, сперма-

тозоиды птиц предрасположены к 

оксидативному стрессу, что, в свою 

очередь, может являться одной 

из основных причин нарушения 

целостности плазматических мем-

бран. Данный факт подтвержда-

ется рядом исследований, в кото-

рых было показано, что добавле-

нируют ряд ключевых функций, 

таких как подвижность клеток, ка-

пацитация и акросомная реакция. 

Рядом исследований было показа-

но, что повышенные уровни ионов 

Ca2+ в сперме млекопитающих де-

терминируют оплодотворяющую 

способность спермы, а также мо-

гут вызывать нарушения функци-

онального статуса митохондрий, 

что приводило к снижению под-

вижности клеток, активации апоп-

тотических процессов [18] и спон-

танной акросомной реакции [19]. 

В приобретении фертильности 

спермы внутриклеточные ионы 

кальция играют ключевую роль 

при подаче сигналов к измене-

нию энергетического метаболизма. 

Хотя обнаружено, что снижение 

концентрации Ca2+ улучшает со-

хранение фертильности спермы у 

некоторых млекопитающих, связь 

между фертильностью спермы и 

содержанием в ней ионов кальция 

у птиц изучена недостаточно [19]. 

В нашем исследовании мы наблю-

дали достоверное снижение доли 

клеток с высоким содержанием 

Ca2+ в течение всего периода экс-

перимента внутри каждой иссле-

дуемой группы, включая контроль-

ную, что может свидетельствовать 

о снижении качественных показа-

телей эякулятов и, как следствие, 

их фертильности по мере пролон-

гации хранения при 5°С. Однако 

достоверных отличий между груп-

пами в рамках всех исследуемых 

периодов не было выявлено, что 

может говорить об отсутствии вли-

яния исследуемого вещества на 

депонирование ионов кальция в 

мужских гаметах (табл. 2).

Согласно литературным дан-

ным, по мере экспонирования 

спермы в условиях пониженных 

температур количество АФК посте-

пенно увеличивается, поскольку 

Таблица 3. Влияние TTPEG*10PEG на целостность плазматических 
мембран сперматозоидов петухов в разбавленных эякулятах при 
пролонгированном хранении в условиях пониженных температур 
(5°С) с добавлением в среду TTPEG*10PEG

 Продолжи-
тельность 
хранения 

эякулятов, ч

Доля сперматозоидов с интактными плазматическими 
мембранами, %

Контроль T1 T2 T3

0 78,37±0,71 81,61±2,3 75,42±0,95 79,26±1,47

24 59,19±6,30 64,91±4,25 64,96±1,86 61,87±3,57

48 57,13±5,72 63,62±8,61 61,87±4,29 61,68±3,68

72 43,71±9,07 52,45±4,34 40,64±8,90 43,26±2,38

96 47,35±2,21 43,83±4,69 35,13±2,13 49,76±3,71

120 40,55±1,42А 48,44±7,37 55,76±0,56В 50,86±2,53С

Рис. 1. Целостность плазматических мембран сперматозоидов петухов спустя 24 ч 
инкубации при 5°С. Репрезентативные изображения сперматозоидов: слева – 

фазово-контрастная микроскопия, фиксирующая общее количество клеток в поле зрения; 
справа – флуоресцентная микроскопия (краситель – пропидия йодид), отражающая клетки 

с поврежденной плазматической мембраной. Ув. х200, Axio Imager A1, Carl Zeiss

Рис. 2. Целостность плазматических мембран сперматозоидов петухов спустя 72 ч 
инкубации при 5°С. Репрезентативные изображения сперматозоидов: слева – фазово-

контрастная микроскопия, фиксирующая общее количество клеток в поле зрения; 
справа – флуоресцентная микроскопия (краситель – пропидия йодид), отражающая клетки 

с поврежденной плазматической мембраной. Ув. х200, Axio Imager A1, Carl Zeiss
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тенциалом спустя 120 ч инкуба-

ции спермы (рис. 3).

Выводы. Добавление в среду 

для разбавления нативной спер-

мы петухов (ВНИИГРЖ-2) в качестве 

компонента тетраполиэтиленглико-

лята титана (TTPEG*10PEG) не ока-

зывает цитотоксического воздей-

ствия на сперматозоиды при про-

лонгированном хранении спермы в 

условиях пониженных температур 

(5°С), поскольку в ходе исследова-

ния не наблюдали достоверного 

снижения показателей жизнеспо-

собности (целостность плазматиче-

ских мембран) в опытных группах 

в сравнении с контрольной.

Использование TTPEG*10PEG 

в качестве компонента сред для 

пролонгированного хранения 

нативной спермы петухов пока-

зало возможность сохранения 

высокого митохондриального 

потенциала в мужских гаметах в 

экспериментальных группах Т2 

(0,01% TTPEG*10PEG) и Т3 (0,001% 

TTPEG*10PEG) в сравнении с кон-

трольной группой (40,13±1,92 

и 52,22±0,79% соответственно 

против 24,36±4,45% в контроле, 

p<0,05), Также обнаружено повы-

шение в этих группах доли клеток 

с интактной плазматической мем-

браной (55,76±0,56 и 50,86±2,53% 

против 40,55±1,42% в контроле, 

p<0,05) спустя 120 ч инкубации 

спермы при 5°С.

Полученные данные позволя-

ет рекомендовать использование 

TTPEG*10PEG в концентрациях 

0,01 и 0,001% в качестве компо-

нента сред для долговременно-

го хранения нативных эякулятов 

петухов в условиях пониженных 

температур (5°С).

Исследования проведены в 

рамках выполнения государ-

ственного задания НИОКТР 

124020200127-7.

интактной плазматической мембра-

ной в контрольной группе состави-

ла 40,55%, что достоверно (p<0,05) 

ниже, чем в группе Т2 (55,76%) и 

Т3 (50,86%). Данный факт свиде-

тельствует об отсутствии цитоток-

сического действия у TTPEG*10PEG, 

используемого в предложенных 

концентрациях в качестве компо-

нента среды для пролонгирован-

ного хранения мужских гамет на-

тивной спермы петухов.

Митохондрии сперматозои-

дов играют жизненно важную 

роль в регуляции производства 

АТФ, окислительно-восстанови-

тельного равновесия и гомеоста-

за кальция, что, в свою очередь, 

детерминирует оплодотворяющую 

способность спермы. Снижение 

митохондриального потенциала 

клеток ведет к снижению важных 

показателей функционирования 

сперматозоидов, что, в конечном 

итоге, приводит к снижению фер-

тильности. Нами было показано, 

что добавление TTPEG*10PEG к 

средам для хранения нативной 

спермы петухов в концентрациях 

0,01 и 0,001% приводит к досто-

верному повышению доли клеток 

с высоким митохондриальным по-

ми группами по такому показате-

лю жизнеспособности спермато-

зоидов, как целостность плазмати-

ческих мембран, не наблюдалось, 

однако отмечено значительное 

снижение доли клеток с интакт-

ной плазматической мембраной – 

на 19,18% в контрольной группе 

против 16,70; 10,46 и 17,39% для 

групп Т1, Т2, Т3 соответственно, 

(рис. 1, табл. 3). При исследовании 

влияния времени инкубации спер-

мы в условиях пониженных тем-

ператур другими авторами были 

получены схожие результаты, от-

ражавшиеся в существенном сни-

жении жизнеспособности клеток 

спустя 24 ч экспозиции [4].

Спустя 72 ч инкубации спермы 

при 5°С также не было выявлено 

достоверных различий между груп-

пами, но углубились деструктивные 

изменения в популяциях клеток, 

что отражалось в снижении доли 

клеток с интактной плазматиче-

ской мембраной. Так, в контроль-

ной группе снижение относительно 

свежеполученной спермы состави-

ло 34,66%, для Т1 – 29,16%, Т2 – 

34,78%, Т3 – 36,00% (рис. 2, табл. 3).

Спустя 120 ч инкубации образ-

цов спермы петухов доля клеток с 
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Рис. 3. Митохондриальный потенциал сперматозоидов петухов в динамике 
пролонгированного хранения при 5°С. Добавление к среде для разбавления 

спермы петухов (ВНИИГРЖ-2, контроль) TTPEG*10PEG 
в концентрации 0,1% – группа Т1, 0,01% – Т2, 0,001% – Т3
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Effect of Titanium Tetrapolyethylene Glycolate (TTPEG*10PEG) in a Dilutant on the Viability 
of Rooster Spermatozoa during Prolonged Storage at Low Temperatures (5°C)

Anton A. Kurochkin, Tatiana I. Kuzmina

Russian Research Institute of Farm Animal Genetics and Breeding – branch of Federal Research Center for Animal 
Husbandry of L.K. Ernst

Abstract. The efficiency of TTPEG*10PEG (titanium tetrapolyethylene glycolate (TTPEG) dissolved in polyethylene 
glycol (PEG), 1:10) as a component of media for prolonged storage of rooster sperm at 5°C was assessed. The 
control two-component medium VNIIGRZH-2 was supplemented with TTPEG*10PEG in various concentrations 
(0.1% in treatment T1, 0.01% in treatment T2 and 0.001% in treatment T3); the samples of sperm collected from 
36-week roosters (Tsarskoselskaya breed, n=20) were diluted with these four media and exposed for 120 hrs at 
5°C. Sperm viability parameters (plasmatic membrane integrity, cellular mitochondrial potential, calcium ion 
content) were determined daily using a flow cytometer. It was found that modification of medium for dilution of 
native roosters’ sperm VNIIGRZH-2 by addition of TTPEG*10PEG in concentrations 0.1; 0.01 and 0.001% resulted 
in no cytotoxic effect on spermatozoa during prolonged exposure at low temperatures (5°C): plasmatic mem-
brane integrity (as an indicator of sperm cells’ viability) after 120 hrs of exposition in treatments T2 and T3 was 
55.76±0.56 50.86±2.53%, respectively, vs. 40.55±1.42% in control; it was further confirmed by the maintenance 
of high levels of the sperm cells’ mitochondrial potential in these treatments (40.13±1.92 and 52.22±0.79%, 
respectively, vs. 24.36±4.45% in control, p<0.05). The conclusion was made that TTPEG*10PEG can be recom-
mended as a component of media for the dilution of native rooster sperm for subsequent long-term storage of 
the ejaculates at low temperatures (5°C).

Keywords: native and cooled roster sperm, prolonged storage, hydrogels, mitochondrial activity.
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