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Аннотация
В статье приводятся методы, применяющиеся отечественными и зарубежными иссле-
дователями по криосохранению отдельных таксонов позвоночных; детализируются 
способы криоконсервации репродуктивных клеток и эмбрионов рыб как наиболее 
доступных, удобных для исследования и хозяйственно-значимых объектов. Описы-
ваются состав, сроки экспозиции криопротекторов и криосмесей для сохранения 
фертильности спермы осетровых, лососевых, сиговых, карповых и окуневых рыб в 
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процессе криоконсервации, хранения и дефростации. С другой стороны, криоконсер-
вация яйцеклеток рыб, а также позвоночных других таксонов затруднена вследствие 
низкой проницаемости для криопротекторов оболочки, большого содержание воды, 
жировых включений и желтка. Для успешной криоконсервации спермиев бесхвос-
тых амфибий используются проникающие (диметилсульфоксид) и непроникающие 
(сахароза) криопротекторы.
В отличие от рыб и амфибий методы криоконсервации гамет рептилий, среди которых 
много краснокнижных видов, разработаны слабо. Половые клетки самцов разных 
видов птиц, преимущественно курообразных, после криоконсервации многие годы 
сохраняли высокую фертильность. Хорошо разработаны методы криосохранения 
спермы, яйцеклеток и ранних зародышей млекопитающих. По сравнению с осталь-
ными классами позвоночных, у млекопитающих выживаемость зародышей после 
дефростации значительно выше.
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Введение
Согласно «Стратегии сохранения редких и находящихся под угрозой исчезно-
вения видов животных, растений и грибов в Российской Федерации на период 
до 2030 г.», на территории России зарегистрировано более 2 тыс. видов по-
звоночных животных. Среди них 320 видов млекопитающих, 732 вида птиц, 
80 видов пресмыкающихся и 29 видов земноводных; в пресноводных и морских 
водоемах обитает более 1 000 видов рыб и 9 видов круглоротых. Отмечается, 
что в Красную книгу Российской Федерации занесено 258 видов позвоночных 
животных, включая 41 вид бесчелюстных и рыб, 8 видов земноводных, 21 вид 
рептилий, 123 вида птиц и 65 видов млекопитающих [19]. Такое значительное 
количество краснокнижных видов позвоночных не может восстановить свою 
численность, если ограничиваться только санационными или запретительны-
ми методами. Одним из пунктов «Стратегии …» является «разработка техно-
логий сохранения редких и находящихся под угрозой исчезновения видов 
животных, растений и грибов в искусственных условиях и природной среде 
обитания», что указывает на необходимость проведения прикладных научных 
разработок репродукционного характера с применением новейших биотехно-
логий, в том числе криобиотехнологий как в естественной среде, так и в ус-
ловиях искусственного содержания [19]. 

Рассмотренный ранее материал, касающийся общих проблем криобиологии 
в области сохранения ценных, редких и исчезающих видов животных, в на-
стоящей статье конкретизируется описанием методов и подходов, используе-
мых в работах по криосохранению представителей отдельных групп позво-
ночных. При этом приводится более детальное описание криоконсервации 
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репродуктивных клеток и зародышей рыб как наиболее доступных, удобных 
для исследования и хозяйственно-значимых объектов.

Ранее отмечалось, что скорость охлаждения, компоненты криозащитной 
среды (солевой состав базового раствора, присутствие криопротектора, минор-
ные компоненты), процедуры насыщения криопротектором и его удаление из 
клеток, продолжительность экспозиции в криозащитной среде, температура 
хранения являются важными параметрами, влияющими на сохранность био-
логических объектов. И в пределах каждой таксономической группы такие 
процедуры достаточно специфичны.

Криоконсервация половых клеток
Рыбы и амфибии
В настоящее время методики криоконсервации спермы рыб хорошо разработа-
ны. Успешное криоконсервирование спермы украинских пород карпа, а также 
малочешуйчатого карпа второго селекционного поколения (F

2
) с использовани-

ем более эффективного для активирования размороженной спермы этих пред-
ставителей 2,5-2,7%-ного цитратного буфера было проведено Бехом [3].

Результатом исследования Савушкиной с соавторами [17] стало выявле-
ние оптимального криопротектора для криоконсервации спермы русского 
осетра и стерляди — 1,5 М этиленгликоля, а также антиоксиданта бутилок-
ситолуол (БОТ), при помещении которого в состав среды вызывает подвиж-
ность 50-60% спермиев сибирского осетра после оттаивания. Для повышения 
жизнестойкости спермиев следует проводить корректировку концентрации 
криопротекторов в криозащитном растворе в зависимости от объема вну-
триклеточной воды. 

В экспериментах со спермиями русского осетра [7] было показано, что сни-
жение воды (в качестве разбавителя) и высокоосмотических веществ в разра-
ботанной авторами криосмеси повышали ее криопротекторные свойства. Аки-
мочкиной [1] в работах по криоконсервации были исследованы цитоморфоло-
гические и функциональные особенности спермиев ряда видов осетровых, 
карповых, а также белорыбицы и окуня. Ею были выявлены типичные цитоло-
гические криоповреждения спермиев рыб, разработана схема их морфофунк-
циональных нарушений, и установлены составы криопротекторов, необходимых 
для сохранения ряда основных морфологических параметров спермиев после 
криоконсервации. Показана возможность замораживания и длительного хране-
ния семенной жидкости при температуре −22оС как альтернативы криоконсер-
вации биоматериала в жидком азоте.

Сходные исследования [10] проведены на криоконсервированной сперме 
белуги, русского осетра, стерляди и белорыбицы после дефростации, ис-
пользуемой для оплодотворения нативных яйцеклеток. Показано, что при 
снижении количества проникающего криопротектора уменьшается его ток-
сическое действие на спермии, и тем самым увеличивается продолжитель-
ность их жизни.
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Фабброчини с соавторами [28], используя внутриклеточный криопротек-
тор — диметилсульфоксид (ДМСО) — для криоконсервации спермы дорадо 
Sparus aurata, показали, что после 5-летнего хранения относительная подвиж-
ность спермиев была несколько ниже в дефростированной сперме, чем в свежей, 
но при этом не теряла своих фертильных свойств, и ее можно было использовать 
для оплодотворения яйцеклеток не только в лабораторных исследованиях, но и 
в аквакультуре.

При использовании пропиленгликоля и ДМСО в качестве криопротекторов 
в криотубах объемом 5 мл и коэффициентом разбавления 4:1 было достигнуто 
успешное криоконсервирование спермы летней камбалы Paralichthys dentatus 

[33]. Авторами показано, что доля подвижных спермиев у этого вида составила 
78 ± 4,7% и 76,6±7,9%, процент оплодотворения — 95,7 ± 3,6% и 79,4 ± 5,2%, 
вылупление достигло высоких значений: 93,1 ± 4% и 77,2 ± 2,9%, соответствен-
но, для каждого криопротектора.

Черешко с соавторами [27] было установлено, что для получения оптималь-
ных условий при криоконсервации спермы радужной форели Oncorhynchus 
mykiss концентрация глюкозы в составе криопротекторной среды должна со-
ставлять 0,15 М, а период уравновешивания, когда спермии подвергаются пере-
охлаждению с формированием внутриклеточного льда и клеточной дегидрата-
ции — не менее 15 минут.

Исследование Фигероа с соавторами [30] по замораживанию спермы инвер-
тированных самцов радужной форели показало, что сперматозоиды лучше 
всего сохранялись при использовании в составе криозащитной среды семенной 
жидкости в концентрации 50%; при этом их жизнеспособность достигала 97,3%, 
целостность плазматической мембраны возрастала до 98,4%, целостность ми-
тохондриальной мембраны была существенно ниже — 36,2%, а фрагментация 
ДНК опускалась до 11,1%.

Гарсия с соавторами [31] выявили репродуктивные характеристики крио-
консервированной спермы колумбийского прохилода Prochilodus magdalenae 

после ее дефростации: коэффициент фертильности составил 70%, коэффициент 
вылупления — 48,6%, личиночная выживаемость — 19,5%. В состав разрабо-
танной криозащитной среды входили: 10% ДМСО, 5,5% глюкозы и 12% яично-
го желтка. 

Как можно видеть, активность исследований сохранности фертильных ха-
рактеристик спермы рыб, несмотря на продолжительную историю данной про-
блемы, не снижается, что вызвано значительным научным и практическим 
интересом.

Криоконсервация яйцеклеток рыб, а также позвоночных других таксонов 
затруднена по причине ряда структурных барьеров: низкая проницаемость обо-
лочки, препятствующая проникновению криопротекторов; большое содержание 
воды, жировых включений и желтка; повышенная чувствительность женских 
половых клеток к охлаждению [2, 36, 37]. При криоконсервации яйцеклеток рыб 
очень важно подобрать подходящий криопротектор. Тихомировым для замора-

М. В. Кибалова, С. А. Селюкова, А. Г. Селюков



145Сохранение ценных, редких и исчезающих видов   ...

Экология и природопользование.  2017.  Том 3. № 3

живания икры осетровых рыб был выявлен «обволакивающий» криопротектор, 
включающий масло подсолнечника и рыбий жир [20]. Он успешно применяет-
ся в экспериментах [22].

Криоконсервация репродуктивных клеток амфибий является относительно 
молодым методом в области криобиологии, поэтому в настоящее время иссле-
дования в этом отношении малочисленны [40].

Для рыб и амфибий как анамниотических позвоночных характерно наруж-
ное оплодотворение и полный цикл эмбрионального развития в водной среде. 
Поэтому криотехнологию для криоконсервации спермы земноводных во многом 
принято проводить по аналогии с рыбами [38]. Однако успешную криоконсер-
вацию яйцеклеток и ранних эмбрионов земноводных провести удается не всег-
да [21]. Показано, что для криоконсервирования спермы некоторых видов ам-
фибий возможно применение сразу как непроникающих, так и проникающих 
криопротекторов. Так, в исследованиях по криоконсервации половых клеток 
самцов представителей Bufo, Xenopus, Rana были эффективно использованы 
ДМСО или глицерол как проникающие криопротекторы, сахароза — как непро-
никающий [38].

В результате исследований по криоконсервации спермиев прудовой лягуш-
ки Pelophylax lessonae, проведенных Утешевым с соавторами [40], было отме-
чено снижение подвижности, а также частичное повреждение клеточных мем-
бран половых клеток, хотя удалось провести успешное оплодотворение яйце-
клеток.

Амниоты яйцекладущие
Известно, что значительное количество представителей рептилий находится 
под угрозой исчезновения [25]. Однако, как отмечают авторы, должного внима-
ния развитию технологий воспроизводства для сохранения их видового раз-
нообразия не уделяется. Возможно, отчасти это связано с ограниченным ис-
пользованием рептилий в качестве модельных объектов при фундаментальных 
исследованиях процессов оплодотворения и раннего онтогенеза.

Некоторого успеха в криоконсервации сперматозоидов маисового полоза 
Elaphe guttata достигли Маттсон с соавторами [34] и Фари с соавторами [29]. 
Ими показана невысокая жизнестойкость криоконсервированных спермиев: 3 
суток у первой группы исследователей и 2 суток у второй. В опыте по криокон-
сервированию спермы американского аллигатора Alligator mississippiensis Лар-
сеном с соавторами [32] было показано губительное воздействие криопротек-
торов глицерина и ДМСО на жизнеспособность половых клеток самцов, обыч-
но используемых для криоконсервации сперматозоидов рыб и бесхвостых 
амфибий.

Процесс криоконсервации оказывает влияние как на физические особен-
ности спермы, так и на химические компоненты, необходимые для поддержания 
подвижности. Однако для спермы различных видов птиц ее реакция на замора-
живание проявляется по-разному. Так, оплодотворяющая способность сперма-
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тозоидов обыкновенной индейки Meleagris gallopavo резко снижалась, как 
только температура опускалась ниже 15°C; в то время как при температуре 5°С 
способность спермы петухов к оплодотворению не изменялась [12]. Низкотем-
пературное замораживание половых клеток самцов имеет большое практическое 
значение для селекционно-племенной работы на птицеводческих хозяйствах. 
Так, например, были получены успешные результаты хранившейся в течение 9 
лет криоконсервированной спермы нескольких пород петухов: род-айланд, 
итальянские куропатчатые, австралорп, юрловские голосистые, белый леггорн. 
Оплодотворяемость и выводимость яиц по породам варьировала в пределах 
32,8-80,2% и 25,3-70,3%, соответственно. Таким образом, применение криокон-
сервированной спермы этих пород в целях дальнейшего разведения является 
вполне допустимым [12].

Млекопитающие
Несмотря на успешное криоконсервирование зародышей и половых клеток не-
скольких десятков видов млекопитающих, до сих пор не разработана универ-
сальная технология замораживания и оттаивания [5], и, скорее всего, она не 
существует. 

В исследовании [18] по криоконсервации методом быстрого замораживания 
спермы благородного оленя (Cervus elaphus), пятнистого оленя (C. nippon 
hortulorum) и лося (Alces alces) применялись криопротекторные смеси (лактозо-
желточно-цитратная смесь с добавлением 5% глицерина), используемые при 
криоконсервировании спермы крупного рогатого скота.

Невесом с соавторами [35] было показано, что для сохранения замороженной 
спермы псовых Caninae естественный липопротеин низкой плотности (ЛНП), 
извлеченный с 50% АСС, был настолько же эффективен, как и целый яичный 
желток. Лиофилизированный ЛНП, главным образом в концентрациях 2% и 3%, 
был непригоден для поддержания эффективности криопротекторного действия 
на сперме псовых.

Сохранение генофонда млекопитающих методом криоконсервации позво-
ляет получать новые высокопродуктивные селекционные формы сельскохозяй-
ственных животных путем отдаленной гибридизации. По данным Насибова с 
соавторами [13], размороженная сперма снежного барана Ovis nivicola отлича-
ется высокой биологической полноценностью. Подвижность спермиев после 
криоконсервации в первой и второй фракциях составляла 45% и 38% соответ-
ственно. Сохранность акросом в обеих фракциях размороженной спермы на-
ходилась на одном уровне — 68-69%. И после внутритрубного осеменения трех 
овец дефростированной спермой одной из них было рождено двое ягнят.

Криоконсервация ооцитов также является важным объектом для сохра-
нения генофонда животных. Результатом исследования жизнеспособности 
деконсервированных свежевыделенных ооцит-кумулюсных комплексов коров 
с использованием этиленгликоля в качестве криопротектора явились 100%-
ная жизнеспособность клеток и получение 9,7% эмбрионов на начальных 
стадиях дробления [6].



147Сохранение ценных, редких и исчезающих видов   ...

Экология и природопользование.  2017.  Том 3. № 3

Криоконсервация зародышевой  
и личиночной стадий развития разных таксонов
Эмбрионы, в отличие от половых клеток, содержат генетическую информацию 
обоих родителей, поэтому они являются привлекательным объектом для фор-
мирования генетических криобанков; при этом криоконсервация зародышей 
представляет значительные трудности [16].

Исследования в области криоконсервации эмбрионов таких классов позво-
ночных, как земноводные, рептилии, птицы и, особенно, рыбы, менее продви-
нуты. В сравнении с млекопитающими эмбрионы всех этих классов, как прави-
ло, по размерам значительно больше, что приводит к уменьшению отношения 
площади поверхности к объему, и вследствие этого движение воды и криопро-
текторов через клеточные мембраны в процессе охлаждения, замораживания и 
оттаивания становится более затруднительным [37]. Еще одной особенностью 
этих зародышей является наибольшее количество желтка, особенно у рыб, и, 
как отмечалось ранее, повышенная чувствительность к охлаждению [36].

Цай и Лин [39] считают, что криоконсервация целых эмбрионов рыб неце-
лесообразна, главным образом по причине тех же ограничений, что и ооцитов 
рыб, т. е. их высокой чувствительности к охлаждению и низкой проницаемости 
мембран. Однако криоконсервация изолированных эмбриональных клеток яв-
ляется вариантом сохранения как материнского, так и родительского генома. 
Отметим, что на более поздних стадиях эмбриогенеза рыб их проницаемость к 
водным и криопротекторным растворам возрастает, что делает процесс крио-
консервации на этих стадиях успешнее. Так, китайскими учеными Чена и Тиан 
[26] удалось успешно криоконсервировать способом витрификации зародышей 
морской камбалы на стадии хвостовой почки; в результате эксперимента жиз-
неспособными оказались 20 эмбрионов. Исследователями было показано, что 
зародыши на поздних стадиях эмбрионального развития более устойчивы к 
воздействию пониженных температур.

В работах с зародышами данио-рерио на последующих стадиях отмечено 
проникновение криопротекторов в эмбрионы, а после их оттаивания удавалось 
возвращать зародыши к дальнейшему развитию [2]. В результате таких экспе-
риментов с использованием режимов сверхбыстрого замораживания были полу-
чены 63 жизнеспособные предличинки (около 0,003%).

Наибольшее число признанных успешными работ по криоконсервировании 
эмбрионов диких животных было выполнено с применением ДМСО. Так, пре-
имущество данного криопротектора установлено для зародышей орикса Oryx 
gazella, а также игрунки Cebuella sp., у самок-реципиентов которых отмечалась 
беременность только после криоконсервации зародышей с ДМСО [16]. Также 
наиболее эффективное действие ДМСО, по сравнению с глицерином, наблюда-
ли на замороженных эмбрионах хорька Mustela eversmanni [8].

Кривохарченко с соавторами [11] была показана эффективность применения 
сверхбыстрого замораживания зародышей мышей инбредных линий С57В1 и 
DBA, а также аутбредной линии NMRI с использованием смеси криопротекто-
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ров, состоящей из глицерина (30%) и 1 М раствора сахарозы (70%). Снижения 
жизнеспособности после криоконсервации по данной технологии практически 
не наблюдалось. 

Также с использованием глицерина и сахарозы для криоконсервации 2- и 
4-клеточных эмбрионов коров в первом случае дробление продолжалось у 9,5% 
зародышей, во втором — у 8,3%. Применяя в качестве криопротектора 1,5 М 
этиленгликоль, сохранность бластоцист на поздних стадиях составила 50% по-
сле оттаивания и 25% после их культивирования [6].

Прикладные аспекты криообновления (рыбы)
Применение криобиотехнологий с целью длительного сохранения репродук-
тивного материала обеспечило возможность проводить скрещивание произво-
дителей географически удаленных друг от друга стад и рыб с разными сроками 
нереста и добиваться высоких репродуктивных и соматических показателей у 
потомства, полученного данным способом [10]. Так, в эксперименте по осеме-
нению яйцеклеток криоконсервированной спермой показана возможность вос-
произведения пород карпа с высокими продуктивными качествами, жизнеспо-
собностью, устойчивостью к неблагоприятным условиям выращивания [23].

В исследованиях Шишановой с соавторами [24] выявлена селективная вы-
живаемость криоконсервированных сперматозоидов и потомства от оплодотво-
ренных размороженной спермой яйцеклеток. При этом у данных эмбрионов 
наблюдалось генетическое изменение в виде возросшей доли гетерозигот как 
более криорезистентных; показано, что для гетерозиготных особей характерны 
мелкие размеры, низкая плодовитость, более короткий жизненный цикл. По-
добная селективность более свойственна рыбоводному процессу, т. к. в есте-
ственных условиях приведет к нарушению структуры популяции, снижению 
численности.

По данным Богатыревой с соавторами [4], оплодотворение яйцеклеток кри-
оконсервированными сперматозоидами севрюги в среднем составило 75%, при 
этом в норме при заводском разведении — 79%. Это свидетельствует о том, что 
замороженная сперма по своим рыбоводным показателям почти не отличается 
от нативной и потому может быть использована рыбоводными предприятиями 
для искусственного воспроизводства. 

В опытах Пономаревой с соавторами [14] при оплодотворении криоконсер-
вированной икры осетровых рыб с использованием криопротектора «обвола-
кивающего» действия было получено жизнеспособное потомство, которое по 
реактивности ЦНС почти не отличалось от нативного материала. Полученные 
результаты позволяют применять данную технологию на осетровых рыбозаво-
дах для сохранения генетического разнообразия ценных видов рыб.

Экономический эффект применения хранящегося при низких температурах 
генетического материала осетровых рыб, в сравнении с содержанием в услови-
ях рыбоводных хозяйств особей мужского пола, достаточно отчетливо выражен 
в различных рыбоводных хозяйствах [9].

М. В. Кибалова, С. А. Селюкова, А. Г. Селюков
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Таким образом, использование криотехнологий в аквакультуре и в рыбном 
хозяйстве способствует сохранению генетического разнообразия разводимых 
рыб, повышению жизнестойкости, стабилизации численности и росту их вос-
производства.

Заключение
Резюмируя вышеизложенное, отметим успешное развитие методов криоконсер-
вации спермы у ряда наиболее востребованных позвоночных животных — рыб, 
птиц и млекопитающих. Тогда как замораживание ооцитов, эмбрионов и личи-
нок (рыбы, амфибии) имеет ряд трудностей, обусловленных их структурными 
и возрастными особенностями. Тем не менее криоконсервация генофонда по-
звоночных является одним из эффективных способов сохранения ценных, 
редких и исчезающих видов животных, который позволяет сохранять не только 
половые клетки, но и генетический материал обоих родителей в случае замора-
живания эмбрионов. 

Продолжение разработок в области криосохранения генофондов ценных и 
редких видов животных позволит дополнить, углубить и успешно реализовать 
«Стратегию сохранения редких и находящихся под угрозой исчезновения видов 
животных …», принятую в РФ 17 февраля 2014 г. N 212-р [19].
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of reproductive cells and embryos of fish, which they believe to be the most available, 
convenient for research and usage in economically significant objects. The composition, 
the timing of exposure of cryoprotectants and cryosomes to preserve the fertility of sperm 
of sturgeon, salmon, whitefish, carp and percid fishes in the process of cryopreservation, 
storage and defrostation are described. On the other hand, cryopreservation of fish eggs, 
as well as vertebrates of other taxa, is difficult due to low permeability of membranes for 
cryoprotectors, large water content, fatty inclusions and yolk. For successful cryopreserva-
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tion of sperm of tailless amphibians, penetrating (dimethyl sulfoxide) and non-penetrating 
(sucrose) cryoprotectants are used.
Unlike fish and amphibians, the methods of cryopreservation of gamete reptiles, among 
which there are many Red Data Book species, are poorly developed. Reproductive cells 
of males of birds of different species, mostly Galliformes, after cryopreservation for many 
years kept high fertility. Methods for cryopreserving sperm, ova and early embryos of mam-
mals are well developed. In comparison with the other classes of vertebrates, in mammals 
the survival of embryos after defrostation is much higher.
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