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Целью данной работы явилось проведение сравнительного анализа биохимических показателей 

спермоплазмы жеребцов с нормальной и низкой прогрессивной подвижностью после криоконсервации. 

Семенную плазму 34 жеребцов арабской породы собирали в период размножения (февраль–май). Актив-

ность Н
+
-АТФазы определяли на спектрофотометре СФ-2000 (ООО «ОКБ Спектр», Россия), активность

щелочной фосфатазы (ЩФ), креатинфосфокиназы (КК), аланинаминотрансферазы (АЛТ), аспартатами-

нотрансферазы (АСТ), α-амилазы (АА), лактатдегидрогеназы (ЛДГ), а также концентрацию триацилгли-

церина (ТАГ), глюкозы – на биохимическом анализаторе AU 680 (Beckman Coulter, США), активность 

цитохромоксидазы, концентрацию лактата, цитрата и фруктозы – на полуавтоматическом анализаторе Stat 

Fax 1904+ (Awareness Technology Inc, США). Содержание сукцината определяли на ИФ-анализаторе 

StatFax 3200 (Awareness Technology Inc, США). Статистическую обработку проводили с использованием 

программы Statistica 10 и непараметрического U-критерия Манна–Уитни. Было обнаружено, что в спер-

моплазме жеребцов с низкой прогрессивной подвижностью сперматозоидов после замораживания-

оттаивания активность АЛТ (р=0.012), АСТ (р=0.012), ЛДГ (р=0.017) и Н
+
-АТФазы (р=0.037) статистиче-

ски значимо выше, чем в спермоплазме жеребцов с нормальной прогрессивной подвижностью спермато-

зоидов после криоконсервации. Полученные результаты могут быть связаны с повреждением цитоплазма-

тической и митохондриальной мембраны сперматозоидов, что ведет к падению синтеза АТФ. Последнее 

может сопровождаться снижением прогрессивной подвижности в сперматозоидах после криоконсервации. 

Исследования выполнены при поддержке гранта Российского научного фонда № 20-16-00101. 

Ключевые слова: криоконсервация, жеребцы, спермоплазма, АЛТ, АСТ, ЛДГ, Н
+
-АТФаза.

Введение. Криоконсервация спермы явля-

ется важной биотехнологией во вспомогатель-

ной репродукции, позволяющей поддерживать 

мужские гаметы в течение неопределенного 

периода. Это помогает упростить транспорти-

ровку генетического материала и улучшить ло-

гистику программ разведения. В сочетании 

с другими зоотехническими методами, искусст- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

венное осеменение криоконсервированной 

спермой обеспечивает интенсификацию се-

лекционных задач в племенном коневодстве. 

Несмотря на большую вариабельность разба-

вителей и криопротекторов, криоконсервация 

негативно влияет на показатели качества 

спермы, в том числе на прогрессивную под-

вижность [1].  
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Прогрессивная подвижность сперматозои-

дов является одним из факторов, который ока-

зывает влияние на фертильность, а также дает 

возможность диагностировать репродуктивные 

нарушения [2]. Для поддержания прогрессив-

ной подвижности на необходимом для оплодо-

творения уровне требуются большие затраты 

АТФ. Сперматозоиды млекопитающих поддер-

живают этот уровень в основном за счет глико-

лиза в цитоплазме и окислительного фосфори-

лирования в митохондриях [3]. В качестве суб-

стратов гликолиза могут использоваться такие 

моносахариды как глюкоза и фруктоза [4]. 

В последние годы внимание ученых привлекает 

исследование лактата, поскольку стало извест-

но, что данная молекула не является лишь «ту-

пиковым» продуктом метаболизма, но также 

выполняет регуляторную роль [5] и в, частно-

сти, в митохондриях сперматозоидов может ис-

пользоваться в качестве энергетического суб-

страта за счет наличия в них лактатокисляюще-

го комплекса [4, 6]. В некоторых исследованиях 

было обнаружено, что цитрат также способен 

использоваться сперматозоидами в качестве 

источника АТФ [7, 8]. Однако в исследовании 

Paventi et al. было показано, что лактат и сукци-

нат являются преимущественными энергетиче-

скими субстратами при капацитации спермато-

зоидов, но не цитрат [9]. Кроме того, имеются 

данные об использовании ТАГ в энергетиче-

ском метаболизме сперматозоидов для обеспе-

чения их подвижности и жизнеспособности 

[10], и что более высокая концентрация ТАГ в 

семенной плазме связана с хорошим качеством 

спермы и мужской фертильностью [11]. 

Энергетический баланс сперматозоидов за-

висит не только от наличия субстратов, но и от 

активности ферментов. Так, креатинкиназа ката-

лизирует фосфорилирование креатина с образо-

ванием макроэрга – креатинфосфата, необходи-

мого для двигательной активности сперматозои-

дов [12]. АЛТ и АСТ представляют собой внут-

риклеточные ферменты, которые расположены в 

основном в средней части сперматозоидов [13]. 

АСТ катализирует реакцию трансаминирования 

аспартата, пополняя запасы оксалоацетата для 

цикла Кребса. Активность данного фермента 

может отражать состояние митохондриального 

аппарата [14]. Лактатдегидрогеназа (ЛДГ) – 

фермент, локализованный в цитозоле и мито-

хондриях сперматозоидов, участвующий в про-

цессе гликолиза и поддерживающий стабиль-

ные концентрации лактата и пирувата [13]. 

Н+-АТФаза является ферментом внутренней 

мембраны митохондрий и участвует в процессе 

окислительного фосфорилирования и синтезе 

АТФ. Предполагается, что митохондриальная 

Н+-АТФаза участвует в поддержании подвижно-

сти сперматозоидов при капацитации и акросом-

ной реакции [15]. Цитохромоксидаза (терми-

нальный ферментативный комплекс IV дыха-

тельной цепи) также локализована во внутрен-

ней мембране митохондрий спермадозоидов и 

выполняет в них дыхательную роль, перенося 

электроны от цитохрома с к молекулярному ки-

слороду [16, 17]. -амилаза – это внеклеточный 

фермент, обеспечивающий наличие пригодных к 

дальнейшему преобразованию энергетических 

субстратов для сперматозоидов [14]. Щелочная 

фосфатаза катализирует отщепление фосфатных 

групп от субстратов. В сперматозоидах жереб-

цов наблюдается незначительная активность 

ЩФ, в то время как высокие уровни активности 

ЩФ были обнаружены в семенниках и эпидиди-

мисе. Активность ЩФ предлагается определять 

в качестве независимого от спермы маркера эя-

куляции у жеребцов [18].  

Анализ активности ферментов и концентра-

ций метаболитов спермоплазмы косвенно позво-

ляет оценить целостность и функцию мембран 

сперматозоидов, а также выявить их связь с про-

грессивной подвижностью [13]. В РФ, согласно 

ГОСТУ 24168-2017, пригодной для оплодотворе-

ния является сперма жеребцов с прогрессивной 

подвижностью не менее 25% после криоконсер-

вации. В связи с этим целью нашей работы яви-

лось проведение сравнительного анализа биохи-

мических показателей спермоплазмы жеребцов в 

группах с прогрессивной подвижностью после 

криоконсервации менее 25 и более 25%. 

Материалы и методы. Исследование про-

водили на поголовье жеребцов АО «Терский 

племенной конный завод № 169» (Ставрополь-

ский край). Лабораторные исследования прово-

дили в лаборатории криобиологии ФГБНУ 

«ВНИИ коневодства» (Рязанская область), ка-

федре биологической химии Рязанского госу-

дарственного медицинского университета 

(г. Рязань) и клинико-диагностической лабора-

тории «ДиаЛаб» (г. Москва). В опытах исполь-

зовали 34 жеребца арабской чистокровной по-

роды в возрасте от 3 до 23 лет. Условия корм-

ления и содержания жеребцов соответствовали 

установленным нормам во время проведения 

экспериментальных исследований. Сперму от 
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жеребцов получали во время случного сезона с 

интервалом 48 ч. После длительного периода 

полового покоя у жеребцов брали три эякулята 

с интервалом 48 ч, первые два эякулята в ис-

следованиях не использовались, для исследова-

ний брали третий эякулят. 

После получения спермы в каждом эякуля-

те определяли объем, концентрацию и общее 

количество сперматозоидов. Далее эякулят де-

лили на две части, одну часть разбавляли 

ЛХЦЖ средой в соотношении 1:3, определяли 

прогрессивную подвижность, общее количество 

сперматозоидов с прогрессивной подвижно-

стью и выживаемость сперматозоидов при тем-

пературе 2–4°С. Объем эякулята (в мл) после 

фильтрации определяли с помощью мерного 

цилиндра. Концентрацию сперматозоидов из-

меряли фотометром SDM1 (Minitube GmbH, 

Tiefenbach, Germany). Оценку общей и прогрес-

сивной подвижности проводили с использова-

нием системы Argus CASA (ArgusSoft LTD., 

Санкт-Петербург, Россия) и микроскопа Motic 

BA 410 (Motic, Гонконг, Китай) в камере Мак-

лера при 37°С. Жизнеспособность и морфоло-

гию сперматозоидов оценивали с помощью фа-

зово-контрастного микроскопа Olympus BX41 

(Olympus Corporation, Япония). 

Замораживание спермы проводили в парах 

жидкого азота по технологии ВНИИ коневодства. 

Хранили замороженную сперму в жидком азоте 

при температуре –196°С. Оттаивание криокон-

сервированной спермы проводили в водяной бане 

при температуре 40°С в течение 90 сек. После 

оттаивания криоконсервированной спермы опре-

деляли прогрессивную подвижность спермато-

зоидов и выживаемость при температуре 2–4°С, а 

также процент живых сперматозоидов. 

Другую часть эякулята центрифугировали 

при 3000 об/мин в течение 15 мин. После мик-

роскопии супернатанта аликвоты семенной 

плазмы свободные от сперматозоидов замора-

живали при температуре –18°С до проведения 

исследований.  

В аликвотах семенной плазмы определяли 

активность ферментов щелочной фосфатазы 

(ЩФ), креатинфосфокиназы (КК), аланинами-

нотрансферазы (АЛТ), аспартатаминотрансфера-

зы (АСТ), -амилазы (АА), лактатдегидрогеназы 

(ЛДГ), а также концентрацию триацилглицерина 

(ТАГ), глюкозы на биохимическом анализаторе 

AU 680 (Beckman Coulter, США) по унифициро-

ванным фотометрическим методикам клиниче-

ских лабораторных исследований. Активность 

Н 
+
-АТФ-азы определяли на спектрофотометре 

СФ-2000, измеряя содержание неорганического 

фосфата методом Боданского после остановки 

реакции гидролиза АТФ [19]. Активность цито-

хромоксидазы определяли на полуавтоматиче-

ском анализаторе Stat Fax 1904+ (Awareness 

Technology Inc, США) в соответствии с [20] в 

нашей модификации [21]. Содержание сукцина-

та определяли на ИФ-анализаторе StatFax 3200 

(Awareness Technology Inc, США) с помощью 

набора Succinate Colorimetric Assay Kit (Sigma-

Aldrich, США). Концентрацию лактата, цитрата 

и фруктозы определяли на полуавтоматическом 

анализаторе Stat Fax 1904+ (Awareness 

Technology Inc, США) с помощью диагностиче-

ских наборов (BioSystems, Испания).  

Жеребцов делили на 2 группы в зависимо-

сти от показателя прогрессивной подвижности 

сперматозоидов после криоконсервации: в пер-

вую группу вошли жеребцы с данным показате-

лем менее 25%, во вторую – с прогрессивной 

подвижностью сперматозоидов после криокон-

сервации более 25%.  

Статистическую обработку проводили с ис-

пользованием программы Statistica 10 и 

«Microsoft Office Excel 2016» (StatSoft Inc., 

США). Для оценки статистической значимости в 

исследуемых группах использовали непарамет-

рический U-критерий Манна–Уитни. Результаты 

предоставлены в виде медианы (Me), верхнего и 

нижнего квартилей [Q1; Q3]. Отличия считали 

статистически значимыми при p<0.05. 

Результаты и их обсуждение. Сравнитель-

ный анализ показателей качества спермы жереб-

цов показал, что в группе жеребцов с низкой 

прогрессивной подвижностью в оттаянной спер-

ме статистически значимо ниже число прогрес-

сивно-подвижных сперматозоидов в эякуляте, 

процент сперматозоидов с нормальной морфоло-

гией, выживаемость, прогрессивная и общая 

подвижность, а также процент живых спермато-

зоидов в нативной и оттаянной сперме по срав-

нению с группой жеребцов с нормальной про-

грессивной подвижностью сперматозоидов по-

сле криоконсервации (табл. 1). Оценка подвиж-

ности, морфологии и концентрации спермы, 

проводимые перед криоконсервацией материала 

не всегда позволяют спрогнозировать успех дан-

ного метода и сохранение жизнеспособности 

сперматозоидов после оттаивания. Важным эта-

пом является выявление функционально значи-

мых изменений в плазматической мембране, ми-
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тохондриях, акросоме или ДНК. Ряд исследова-

телей предполагает, что успех криоконсервации 

во многом определяется лабильностью мембра-

ны нативного сперматозоида [22–24]. Снижение 

фертильности криоконсервированной спермы 

может быть связано с изменениями целостности 

и структуры плазматической мембраны [25]. 

Giraud et al. продемонстрировали, что текучесть 

мембраны сперматозоидов снижается вовремя 

криоконсервации, и реакцию сперматозоидов на 

протокол замораживания можно предсказать по 

состоянию мембраны свежей спермы [26].  

Анализ активности внутриклеточных фер-

ментов в спермоплазме может служить допол-

нительным маркером состояния мембраны 

сперматозоидов [2]. В ходе биохимического 

анализа спермоплазмы изучаемых групп же-

ребцов мы обнаружили, что активность АЛТ 

(p=0.012) и АСТ (p=0.012) статистически зна-

чимо выше в группе жеребцов с низкой про-

грессивной подвижностью сперматозоидов по-

сле криоконсервации (табл. 2). Из литератур-

ных данных известно, что активность АСТ и 

АЛТ у арабских жеребцов с низкой (<35%) под-

вижностью сперматозоидов после заморажива-

ния-оттаивания была достоверно выше, чем у 

жеребцов с высокой (>35%) подвижностью [27]. 

Также было обнаружено, что стресс от спор-

тивной нагрузки у жеребцов сопровождается 

увеличением активности АЛТ и, в большей сте-

пени, АСТ [2]. Поскольку изучаемые трансами-

назы являются внутриклеточными ферментами 

[13], повышение их активности в спермоплазме 

жеребцов может быть связано с повреждением 

мембран сперматозоидов [28, 29]. В исследова-

нии Gundogan М. et al. была обнаружена поло-

жительная корреляция между процентом ано-

мальных сперматозоидов и уровнем АСТ и со-

отношением АСТ/АЛТ в семенной плазме ба-

рана, что также могло произойти по причине 

повреждения мембраны сперматозоидов и 

утечки этих ферментов в спермоплазму [30]. 

Т а б л и ц а  1 

Качественные и количественные показатели нативной и криоконсервированной спермы жеребцов 
в группах с низкой и нормальной прогрессивной подвижностью после криоконсервации 

Показатель 

Группа с прогрессивной 

подвижностью в оттаянной 

сперме <25%, n=17 

Группа с прогрессивной 

подвижностью в оттаянной 

сперме >25%, n=17 

Зна-

че-

ние p 

Возраст 13.00[7.00; 15.00] 10.00[5.00; 14.00] 0.821 

Объем эякулята, мл 35.00[30.00; 45.00] 40.00[30.00; 59.00] 0.876 

Концентрация сперматозоидов, 

млн/мл 
203.00[161.00; 265.00] 191.00[173.00; 223.00] 0.380 

Общее количество сперматозои-

дов, млрд 
7.56 [4.22; 9.87] 8.72[6.47; 9.91] 0.269 

Общее количество сперматозоидов с 

прогрессивной подвижностью, млрд 
2.82[1.43; 4.29]* 5.33[3.69; 6.66] 0.012 

Сперматозоиды с нормальной 

морфологией, % 
68.00[58.00; 75.00]* 76.00[69.00; 85.00] 0.012 

Выживаемость в нативной сперме, ч 144.00[90.00; 156.00]* 180.00[132.00; 240.00] 0.040 

Выживаемость в оттаянной спер-

ме, ч  
48.00[42.00; 84.00]** 96.00[96.00; 120.00] 0.010 

Прогрессивная подвижность в на-

тивной сперме, % 
45.00[34.00; 50.00]** 57.00[55.00; 61.00] 0.000 

Общая подвижность в нативной 

сперме, % 
59.00[52.00; 63.00]** 76.00[64.00; 87.00] 0.002 

Общая подвижность в оттаянной 

сперме, % 
33.00[22.00; 35.00]** 48.00[39.00; 52.00] 0.000 

Живые сперматозоиды в нативной 

сперме, % 
57.00[48.00; 68.00]* 70.00[62.00; 77.00] 0.028 

Живые сперматозоиды в оттаян-

ной сперме, % 
34.00[30.00; 38.00]* 39.00[36.00; 47.00] 0.035 

П р и м е ч а н и я: * – отмечены значения р<0.05; ** – отмечены значения р<0.01. 
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Т а б л и ц а  2 

Биохимические показатели спермоплазмы жеребцов в группах с низкой 

и нормальной прогрессивной подвижностью после криоконсервации 

Фермент 

Группа с прогрессивной 

подвижностью в оттаянной 

сперме <25% 

Группа с прогрессивной 

подвижностью в оттаянной 

сперме >25% 

АЛТ, Ед/л 2.90 [1.70; 4.10]* 1.50 [1.00; 1.70] 

АСТ, Ед/л 116.30 [104.55; 169.35]* 69.30 [49.50; 87.80] 

КК, Ед/л 51.10 [38.83; 85.55] 36.70 [21.00; 44.20] 

-амилаза, Ед/Л 2.05 [1.78; 4.90] 1.80 [1.70; 2.30] 

ЛДГ, Ед/л 97.40 [47.03; 419.43]* 21.50 [10.60; 36.90] 

ЩФ, мккат/л 245.88 [209.60; 548.83] 288.33 [206.00; 344.93] 

Цитохромоксидаза, у.е./мг белка 2.25[0.29; 5,76] 0.51 [0.23; 2.05] 

Н
+
-АТФаза, мкмоль фосфата/мг белка*час 169.47 [121.25; 184.75]* 69.16 [36.72; 120.47] 

Цитрат, ммоль/л 2.44 [0.77; 5.61] 3.37[2.09; 5.92] 

Лактат, ммоль/л 4.25 [2.24; 5.25] 3.89 [1.83; 6.42] 

Сукцинат, нмоль/мкл 0.07[0.05; 0.14] 0.11[0.04; 0.16] 

Глюкоза, ммоль/л 0.31[0.04; 0.58] 0.17[0.04; 0.52] 

Фруктоза, мг/ мл 0.80[0.65; 0.80] 0.70[0.50; 0.80] 

ТАГ, ммоль/л 0.77[0.47; 1.42] 1.14[0.96; 1.47] 

П р и м е ч а н и е. * – отмечены значения р<0.05. 

Некоторые авторы рассматривают опреде-

ление активности ЛДГ в качестве одного из про-

гностических ферментов для оценки качества 

спермы жеребцов. Так, согласно Pesch S. et al. 

(2006) активность ЛДГ достоверно коррелирова-

ла с прогрессивной подвижностью, соотношени-

ем живые:мертвые сперматозоиды и патоморфо-

логией [31]. Однако по данным Dogan I. et al. 

(2008) была найдена лишь положительная кор-

реляция активности ЛДГ спермоплазмы с объе-

мом эякулята [32]. В нашем исследовании в 

группе жеребцов с прогрессивной подвижно-

стью сперматозоидов после криоконсервации 

менее 25% наблюдалась более высокая актив-

ность ЛДГ (p=0.017) в спермоплазме по сравне-

нию с группой с нормальной прогрессивной 

подвижностью (табл. 2). По-видимому, наблю-

даемое нами увеличение активности АЛТ, АСТ 

и ЛДГ в спермоплазме жеребцов с низкой про-

грессивной подвижностью после криоконсерва-

ции могло быть связано с повреждением цито-

плазматической мембраны сперматозоидов. 

Анализ показателей качества спермы может под-

твердить данное предположение, поскольку 

группа с низкой прогрессивной подвижностью 

сперматозоидов после криоконсервации харак-

теризовалась также низкой жизнеспособностью 

сперматозоидов по сравнению с группой с нор-

мальной прогрессивной подвижностью (табл. 1). 

Кроме того, мы обнаружили, что в груп-

пе жеребцов с низкой прогрессивной подвиж-

ностью сперматозоидов после оттаивания 

также наблюдалась более высокая активность 

Н+-АТФазы по сравнению с группой с нор-

мальной прогрессивной подвижностью (p=0.037). 

Н+-АТФаза отвечает за синтез АТФ в митохон-

дриях и, по-видимому, играет важную роль в 

обеспечении сперматозоидов жеребцов энерги-

ей, поскольку сперматозоиды жеребцов отли-

чаются от сперматозоидов других хорошо изу-

ченных видов млекопитающих тем, что их 

энергетические потребности удовлетворяются в 

большей степени не гликолитическими путями, 

а с помощью окислительного фосфорилирова-

ния [8]. Следует отметить, что также наблюдает-

ся тенденция к увеличению активности другого 

митохондриального фермента в спермоплазме 

жеребцов с прогрессивной подвижностью менее 

25% – цитохромоксидазы, однако эти данные 

недостоверны (табл. 2). По-видимому, обнару-

женная нами высокая активность митохондри-

альных ферментов в спермоплазме жеребцов 

данной группы связана с повреждением мито-

хондриальной мембраны сперматозоидов, по-

скольку в ходе замораживания-оттаивания мо-

жет происходить не только повреждение плазма-

тической мембраны, но и мембраны митохонд-

рий, что ведет к падению синтеза АТФ. Послед-
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нее сопровождается снижением прогрессивной 

подвижности в сперматозоидах после криокон-

сервации [24]. Для подтверждения данного 

предположения перспективным является, на наш 

взгляд, изучение митохондриального потенциала 

сперматозоидов в изучаемых группах.  

Таким образом, комплексный анализ каче-

ственных характеристик спермы жеребцов, а 

также изучение активности АЛТ, АСТ, ЛДГ и 

Н+-АТФазы в спермоплазме жеребцов может 

использоваться для выявления особей со спер-

мой высокого качества, устойчивой к процессу 

криоконсервации.  

Исследования выполнены при поддержке 

гранта Российского научного фонда № 20-16-

00101. 
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COMPARATIVE ANALYSIS OF BIOCHEMICAL PARAMETERS OF SPERMOPLASM 
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The aim of this work was to perform a comparative analysis of the biochemical parameters of spermoplasm of 

stallions with normal and low sperm progressive motility after cryopreservation. Seminal plasma of 34 Arabian stal-

lions was collected during the breeding season (February-May). The activity of H+-ATPase was determined on the 

SF-2000 spectrophotometer (OKB Spectrum LLC, Russia), the activity of alkaline phosphatase (ALP), creatine ki-

nase (СK), alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), α-amylase (AA), lactate dehydrogen-

ase (LDH), as well as the concentration of triacylglycerin (TAG), glucose and fructose – on a biochemical analyzer 

AU 680 (Beckman Coulter, USA), cytochrome oxidase activity, lactate and citrate concentration – on a semi-

automatic analyzer Stat Fax 1904+ (Awareness Technology Inc, USA). The succinate content was determined on an 

IF analyzer StatFax 3200 (Awareness Technology Inc, USA). Statistical analysis was carried out using the Statistica 

10 program and the nonparametric Mann-Whitney U-test. It was found that in the spermoplasm of stallions with low 

progressive sperm motility after freezing-thawing, the activity of ALT (p=0.012), AST (p=0.012), LDH (p=0.017) 

and H+-ATPase (p=0.037) is statistically significantly higher than in the spermoplasm of stallions with normal pro-

gressive sperm motility after cryopreservation. The results obtained may be associated with damage to the cytoplas-

mic and mitochondrial membranes of spermatozoa, which leads to a drop in ATP synthesis. The latter may be ac-

companied by a decrease in progressive motility in spermatozoa after cryopreservation. The research was supported 

by the grant of the Russian Science Foundation No. 20-16-00101.  

Keywords: cryopreservation, stallions, spermoplasm, ALT, AST, LDH, H+-ATPase. 
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