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points) diluted in synthetic media. High sperm viability and motility of 4.0 points were observed in a
(Lim  36.5±1.8 % - 39.9±0.3 %)  and  mobility  was  detected  of  frozen-thawed  sperm  (Lim  2.0 – 4.0 
natural honey, honey in combination with glycerol, DMSO, ethanol, and methanol. Low sperm viability 
for insect cell cultures were tested as diluents. We tested cryoprotectors - dimethylsulfoxide (control), 
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ния находилась в состоянии мезабиоза в течение 3 мес. при 3 °С.
3 ¿ глицерином 78,0±1,4 ¿ и с 10¿ ДМСО 79,6±1,2 ¿. При этом, сперма до заморажива-
жизнеспособность сперматозоидов и их подвижность 4,0 балла наблюдали в образце с 
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пчелиный мед, мед в сочетании: с глицерином, ДМСО, этанолом, метанолом. Выявлена 
мых.  Тестировали  криопротекторы - диметилсульфоксид  (контроль),  натуральный 
В качестве разбавителей испытывали питательные среды для культур клеток насеко- 
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sample with 3 ¿ glycerol 78.0±1.4 % and 10 ¿ DMSO 79.6±1.2 %. Before freezing, sperm was in a 
state of mesabiosis for 3 months at 3 °C. 

Key words: sperm cryopreservation; sperm viability 

 
Главная цель низкотемпературного 

хранения спермы - это сделать возмож-
ным использование ее для искусственно-
го осеменения пчелиных маток с сохране-
нием воспроизводительной способности 
на уровне осемененных свежеотобранной 
спермой или полученных в условиях есте-
ственного спаривания. В этом случае воз-
можно широкое применение заморожен-
ной спермы с целью получения ранних 
плодных маток. При решении этой задачи 
необходимо вести систематический кон-
троль состояния спермы в процессе крио-
хранения, осуществлять поиск оптималь-
ных разбавителей и криопротекторов. 

Во время длительного хранения в 
жидком азоте сперматозоиды подверга-
ются воздействию целого ряда факторов, 
вызывающих структурные и функцио-
нальные изменения клеток. Данные про-
цессы могут быть сгенерированы тем или 
иным видом криофилактика или реакци-
ей среды экстендера. Криоконсервация на 
основе метанола с добавлением яичного 
желтка способствовала значительному 
улучшению подвижности сперматозоидов 
после замораживания-оттаивания [1]. Ис-
пользование этилового спирта в составе 
среды для замораживания спермы хряка 
увеличило абсолютный показатель живу-
чести сперматозоидов. Добавление пче-
линого меда в состав разбавителей значи-
тельно улучшает подвижность спермато-
зоидов после оттаивания, целостность их 
мембран и акросом, а также снижает ко-
личество аномалий в морфологии спер-
матозоидов у лошадей [2], быков [3], буй-
волов [4], коз [5], баранов [6], крыс и мы-
шей, рыб, человека. 

Цель работы – изучить влияние раз-
личных разбавителей и криопротекторов 
на криоустойчивость спермы трутней.  

Методика исследований. Качество 
спермы оценивали по показателям - по-
движности, целостности цитоплазматиче-

ских мембран сперматозоидов методом 
флуоресцентной микроскопии с исполь-
зованием набора LIVE/DEADTM Sperm 
Viability Kit L 7011 (Life Technologies 
Limited, Scotland) и морфологии спермиев 
методом суправитального окрашивания 
набором Diff Quick. В первой серии иссле-
дований проводили испытание питатель-
ных сред для культур клеток насекомых: 
среда С46 рН 7,2; Lonza Insect-XPRESSTM 
рН 6,1 осмолярность 371 мосмоль/кг; 
Schneider’s Drosophila Medium c L-
глутамином рН 4,6, осмолярность 278 
мосмоль/кг; Grace’s Insect Medium (2x) рН 
6,3, осмолярность 715 мосмоль/кг; JPL-41 
Insect Medium c хлоридом кальция, бикар-
бонатом натрия и без L-глутамина, рН 5,9-
6,5, осмолярность 330-370 мосмоль/кг. Во 
второй серии опытов исследовали крио-
устойчивость спермы, разбавленной в 
среде С46 в сочетании с яичным желтком 
без добавления и с добавлением ДМСО. 
Задача третьей серии опытов заключа-
лась в изучении криоустойчивости спер-
мы в неэлектролитной среде. Испытыва-
ли следующие варианты разбавителя: 
мед+лактоза+сахароза+яичный желток; 
мед+лактоза+сахароза+яичный жел-
ток+метанол 10¿; 
мед+лактоза+сахароза+яичный жел-
ток+этанол 10¿; 
мед+лактоза+сахароза+яичный жел-
ток+10¿ ДМСО; 
мед+лактоза+сахароза+яичный жел-
ток+3¿ глицерин. Концентрацию ионов 
водорода в разбавителе доводили 6М 
NaOH до значения рН 8,2. Исходный рН 
меда - 4,0.  

Результаты исследований и их   
обсуждение. В ходе предварительной 
оценки испытываемых синтетических 
сред выявилось их, весьма положительное 
действие, на физиологическое состояние 
сперматозоидов (табл. 1). 
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Таблица 1 – Показатели качества спермы до и после криохранения в течение 7 сут 

Разбавитель 

Показатели качества 

Жизнеспособность, ¿ Подвижность, балл 
Сперматозоиды с  

дефектами головок, ¿ 

после до после до после до 

Lonza 39,9±0,3ab 78,8±0,65 2,0 5,0 36,0±1,7 25,4±6,3 

Graces 38,2±0,7cb 78,7±6,4 3,5 5,0 38,4±2,7 41,3±4,6аb 

C46(контроль) 55,1±2,5b 88,7±2,2 4,0 5,0 23,8±1,5b 19,3±3,8b 

Schneider’s 36,5±1,8db 95,2±2,8 2,0 5,0 44,3±2,4db 47,0±4,2 

JPL-41 38,4±0,8eb 91,2±0,4 4,0 5,0 36,2±3,1 23,0±5,1 

aвcde- достоверные различия при р<0,01  
 

Цитоплазматическая мембрана 
сперматозоидов, разбавленных в подкис-
ленной синтетической среде, подверглась 
наибольшему воздействию условий крио-
хранения. Контрольные образцы, разбав-
ленные в среде с рН 7,2 (С46) достоверно 
надежно были защищены от агрессивных 

условий хранения в жидком азоте.  
Применение яичного желтка, в ходе 

собственных исследований, благотворно 
сказалось на сохранности плазматических 
мембран сперматозоидов трутней (табл. 
2). 

 
 
Таблица 2 – Показатели качества заморожено-оттаянной спермы после 7 сут  
криохранения 

Разбавитель 
Показатели качества 

Жизнеспособность, ¿ Подвижность, балл 

С46 (1,0 мл) + ДМСО 10¿ 
(контроль) 

51,5±3,5ca 1,5 

С46 (0,5 мл) + ДМСО 10¿ + 
0,5 мл желток 

47,2±11,3ba 1,5 

C46 (0,5 мл) (без ДМСО) + 
0,5 мл желток  

2,7±0,7a 0,5 

bc- достоверные различия при р<0,05 
 
Однако подвижность сперматозои-

дов, как опытного, так и контрольного 
образцов, была предельно низкой на од-
ном уровне. Полусинтетическая среда С46 
с добавлением яичного желтка и без 
ДМСО не обладает криофилактическими 
свойствами для защиты жизненного ре-
сурса спермы трутней. 

Результаты исследований продемон-
стрировали нам натуральный пчелиный 
мед в качестве криопротектора, а в соче-
тании с 3¿ глицерином или 10¿ диме-
тилсульфоксидом мед обеспечил самую 
высокую защиту жизненного ресурса 
спермы трутней медоносной пчелы в 
сравнении с синтетическими средами и 
яичным желтком (табл. 3).  
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Таблица 3 – Показатели качества спермы после криоконсервации в электролитной и 
неэлектролитной среде 

Показатели 
Разбавитель 

С46+ДМСО 10¿  
(контроль) 

Мед+глицерин 
3% 

Мед+ДМСО 
10% 

Мед 

Жизнеспособность, ¿ 55,1±2,5a 78,0±1,4ba 79,6±1,2ca 37,2±0,5d 

Подвижность, балл 4,0 4,0 4,0 3,0 

аbc- достоверные различия при р<0,01 

Выводы. Предварительные резуль-
таты исследований впервые демонстри-
руют перспективы натурального пчели-
ного меда по сохранению жизненного ре-
сурса спермы трутней медоносной пчелы 
во время криоконсервации. Длительное 
охлаждение неразбавленной спермы (со-
стояние мезабиоза) в течение 3 мес при 3 
°С создает условия для более эффектив-
ного проявления свойств криопротекто-
ров глицерина и ДМСО по защите орга-
нелл клеток и их энергетического потен-
циала при низкотемпературном хране-
нии. 
Работа выполнена при финансовой под-
держке Российского фонда фундамен-
тальных исследований и Правительства 
Рязанской области (проект 18-44-620001). 
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