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Резюме. Цель. Повышение выживаемости репродуктивных клеток осетровых видов рыб при криоконсерва-
ции и получение надежной технологии, пригодной для использования в промышленных масштабах. Методы. 
В работе применяли стандартные методы замораживания, оттаивания репродуктивных клеток, оплодотворе-
ния и инкубации икры и подращивания личинок осетровых видов рыб. Принципиально новым был криопро-
тективный состав: для сперматозоидов скорректирован состав криозащитной среды (для белуги 3% диметил-
сульфоксида, для русского осетра 4% диметилсульфоксида); для замораживания яйцеклеток применялась 
криопротекторная смесь из растительного нерафинированного и животного масел. Результаты. Увеличилась 
выживаемость дефростированных сперматозоидов осетровых видов рыб: у белуги на 20%, у русского осетра 
– на 47%. При осуществлении оплодотворения криоконсервированной икры русского осетра нативной спер-
мой процент оплодотворения составил 41%. Выводы. Показана эффективность снижения токсического дей-
ствия веществ в составе криозащитной среды, что привело к повышению выживаемости репродуктивных 
клеток осетровых видов рыб. При проведении оплодотворения икры, хранившейся в жидком азоте, получен-
ное потомство было жизнеспособным и по реактивности центральной нервной системы и рецепторного ком-
плекса не отличалось от молоди, полученной по традиционной технологии. 
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Abstract. The aim of the research is to increase the survivability of reproductive cells of sturgeon at cryopreservation 
and developing reliable technology suitable for use on an industrial scale. Methods. We have used standard meth-
ods of freezing, thawing reproductive cells, fertilization and incubation of eggs and larval rearing of sturgeon. Funda-
mentally new is cryoprotective composition: for sperm we have adjusted the composition of cryoprotective medium 
(for beluga 3% of dimethyl sulfoxide, for Russian sturgeon 4% of dimethyl sulfoxide); for freezing the eggs we have 
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used cryoprotective mixture of unrefined vegetable and animal oils. Results. Survivability of defrosted sperm stur-
geon has been increased: for Beluga it is up to 20%, for Russian sturgeon - 47%. At insemination of cryopreserved 
eggs of Russian sturgeon with native sperm the fertilization rate has made 41%. Main conclusions. The research 
proves the effectiveness of reducing the toxic effect of cryoprotective substances, thus leading to increased surviva-
bility of reproductive cells of sturgeon. During the insemination of eggs, stored in liquid nitrogen, the resulting off-
spring were viable and by the reactivity of the central nervous system and receptor complex it does not differ from the 
young obtained by conventional technology. 
Keywords: cryopreservation, fish sperm, egg, cryoprotectant, sturgeon, survivability, preservation of the gene pool, 
artificial reproduction. 
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ВВЕДЕНИЕ 

В современных экологических усло-
виях, когда антропогенные воздействия на 
ихтиофауну бассейнов южных морей до-
стигли максимума, важным становится со-
хранение их генофонда. Особенно это за-
метно на таких видах, как осетровые, бело-
рыбица (эндемик Каспийского моря), судак 
и др. Если ранее русский осётр, севрюга и 
белуга, а также шип в Каспийском и Азов-
ском бассейнах имели промысловое значе-
ние, то в настоящее время их вылов запре-
щен. Белуга и севрюга в этих водоёмах ста-
ли настолько редкими, что перешли в разряд 
исчезающих видов, а популяции русского 
осётра резко сократились. В настоящее вре-
мя к редким видам можно отнести шипа и 
аборигенный вид Каспийского моря - бело-
рыбицу, численность которой снизилась до 
критически низкого уровня [1-3]. 

Возникла необходимость разработки 
разнообразных подходов использования и 
сохранения популяционного генофонда 
производителей естественной генерации для 
целей искусственного воспроизводства. 

Методы криобиотехнологии для гид-
робионтов стали активно применяться по-
следние 10 – 15 лет и эффективность их 
внедрения при сокращении численности 
природных популяций и дефиците произво-
дителей может быть достаточно высокой. 

В процессе криоконсервирования 
клетки подвергаются воздействию целого 
комплекса стрессовых факторов, которые 
вызывают структурные и функциональные 
изменения различных субклеточных систем. 
Данные процессы могут развиваться на эта-
пе, предшествующем замораживанию, в 
зоне положительных температур в присут-
ствии криопротекторов, а также под влияни-
ем охлаждения и/или отогрева. 

Основными причинами, инициирую-
щими повреждения клеток при воздействии 
низких температур являются образование 
вне- и внутри-клеточных кристаллов льда, 
которые разрушают клеточные структуры и 
солевой (осмотический) шок, вызывающий 
повышение концентрации солей в клетке. 
Согласно двухфакторной теории, сохран-
ность клеточных суспензий при низкотем-
пературном консервировании куполообраз-
но зависит от скорости охлаждения на этапе 
кристаллизации. В настоящее время воз-
можно создание искусственных условий 
глубокого холода, в которых достигается 
обратимая остановка жизнедеятельности 
клеток, пребывающих в состоянии суспен-
зий, и некоторых плотных тканей. Пределы 
восстановления жизнедеятельности в значи-
тельной степени определяются эффективно-
стью примененных криопротекторов. В свя-
зи с этим интерес к криозащитным веще-
ствам и исследованиям механизмов их дей-
ствия не ослабевает [4].  

Сотрудниками Института биофизики 
клетки Российской академии наук (РАН) 
совместно со специалистами Южного науч-
ного центра РАН и Астраханского государ-
ственного технического университета разра-
ботан способ снижения низкотемпературно-
го скачка при кристаллизации растворов 
криопротекторов, позволяющего повысить 
целостность дефростированных клеток по-
сле криоконсервации. Он заключается в том, 
что в способе, включающем замораживание 
криораствора с биологическим материалом в 
жидком азоте, до операции замораживания 
раствора криопротекторов с клетками жи-
вых организмов, осуществляют дистанцион-
ное воздействие на замораживаемый раствор 
ультразвуковым излучением частотой 0,50 – 
10 МГц [5]. 
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Описанию различных криопротекто-
ров посвящена обширная отечественная и 
зарубежная литература, в которой уделено 
внимание главным образом морфологиче-
ской и функциональной сохранности биоло-
гических объектов, особенностям развива-
ющихся явных и латентных повреждений 
отдельных клеточных структур после замо-
раживания-отогрева, а также технологиче-
ским аспектам процесса криоконсервирова-
ния. Вместе с тем, анализ накопленных дан-
ных убеждает в том, что все известные 
криопротекторы, в том числе обеспечиваю-
щие высокую сохранность клеток и тканей 
после замораживания, не лишены опреде-
ленных недостатков и оказывают очень сла-
бое действие при криоконсервировании 
большинства плотных тканей, органов и 
многоклеточных особей.  

Криозащитные вещества, используе-
мые для консервирования, недостаточно 
систематизированы, а предложенные клас-
сификации основаны на описании лишь от-
дельных свойств химических соединений. 
Так, по классификации Лавлока [6], в основу 
которой положен один из показателей меха-
низма криозащиты - способность проникать 
внутрь клетки все известные криопротекто-
ры разделяются на экзо- и эндоцеллюляр-
ные. Однако ее нельзя считать общей, так 
как клеточная проницаемость веществ для 
различных клеток неоднозначна, а защит-
ный эффект может быть достигнут при при-
менении соединений как проникающих, так 
и непроникающих в клетки [4].  

В настоящее время возможно созда-
ние искусственных условий глубокого холо-
да, в которых достигается обратимая оста-
новка жизнедеятельности клеток, пребыва-
ющих в состоянии суспензий, и некоторых 
плотных тканей. Пределы восстановления 
жизнедеятельности в значительной степени 
определяются эффективностью применен-
ных криопротекторов. В связи с этим инте-
рес к криозащитным веществам и исследо-
ваниям механизмов их действия не ослабе-
вает. Описанию различных криопротекторов 
посвящена обширная отечественная и зару-
бежная литература, в которой уделено вни-
мание главным образом морфологической и 
функциональной сохранности биологиче-
ских объектов, особенностям развивающих-
ся явных и латентных повреждений отдель-
ных клеточных структур после заморажива-
ния-отогрева, а также технологическим ас-

пектам процесса криоконсервирования. 
Вместе с тем, анализ накопленных данных 
убеждает в том, что все известные криопро-
текторы, в том числе обеспечивающие вы-
сокую сохранность клеток и тканей после 
замораживания, не лишены определенных 
недостатков и оказывают очень слабое дей-
ствие при криоконсервировании большин-
ства плотных тканей, органов и многокле-
точных особей.  

Указанные обстоятельства обосновы-
вают дальнейший поиск криопротекторов и 
совершенствование, таким образом, воз-
можности низкотемпературной консерва-
ции. Однако научно обоснованные принци-
пы создания криопротекторов до сих пор не 
разработаны.  

Основная задача криозащитных сред 
состоит в связывании внутриклеточной во-
ды в клетках. Однако, криопротекторы, по-
мимо защитного, оказывают также и токси-
ческое действие на клетки, что является 
стрессовым фактором. Известно, что мно-
гие, наиболее часто используемые криопро-
текторы, такие как диметилсульфоксид 
(ДМСО), 1,2-пропандиол (1,2-ПД), глицерин 
(ГЛ), являются пертурбантами плазматиче-
ских мембран и обладают способностью за-
менять гидратную воду, стабилизирующую 
конформацию белков, липидов и других 
биомолекул. Токсичность данных веществ 
рассматривается с точки зрения гипотезы 
денатурации белков, согласно которой 
криопротекторы связывают воду, препят-
ствуя тем самым нормальной гидратации 
белков и других макромолекул. В результате 
стресса, вызванного действием любого хи-
мического вещества на живую клетку, 
нарушается липидный бислой мембран, из-
меняется активность ферментных комплек-
сов, что, в конечном счете, влияет на струк-
турно-функциональное состояние мембран 
клеток и органелл, обладающих окислитель-
но-восстановительной функцией [4]. 

Однако, учитывая, что любые веще-
ства, используемые в качестве протекторов 
являются в том или ином случае токсикан-
тами для любых клеток, в том числе и ре-
продуктивных, является целесообразным 
использовать криопротекторы в строго до-
зированных соотношениях клетка-
протектор, т.к. излишнее количество крио-
протектора, как токсиканта негативно дей-
ствует на качество сперматозоидов после 
двойного температурного шока [4]. Таким 



ЮГ РОССИИ: ЭКОЛОГИЯ, РАЗВИТИЕ  Том 11   N 1   2016 
SOUTH OF RUSSIA: ECOLOGY, DEVELOPMENT  Vol.11  no.1  2016  

ЭКОЛОГИЯ ЖИВОТНЫХ 
ECOLOGY OF ANIMALS 

 

 62 

образом, дозированное количество эндоцел-
люлярного протектора в составе криозащит-
ного раствора, необходимого для связыва-
ния внутриклеточной жидкости в половых 
клетках, должно повысить качество дефро-
стированного материала. 

В связи с этим нуждаются в пере-
смотре ряд установленных ранее положе-

ний, конкретизация которых может способ-
ствовать повышению выживаемости репро-
дуктивных клеток рыб после двойного тем-
пературного шока и получению надежной 
технологии, пригодной для использования в 
промышленных масштабах.  

 
МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Объектом исследования служили ре-
продуктивные клетки самцов русского осет-
ра (Acipenser gueldenstaedtii Brandt, 1833) и 
белуги (Huso huso Linnaeus, 1758), а также 
икра русского осетра (Acipenser guldenstadtii 
Brandt et Ratzeburg, 1833), полученные в пе-
риод нерестовой кампании.  

Семенную жидкость собирали в стек-
лянные емкости, затем помещали их в сум-
ку-холодильник и перевозили в лаборато-
рию при температуре +4°С, где осуществля-
ли все операции. 

Определение качества спермы прово-
дили визуально с использованием микро-
скопа и видеоокуляра с выходом на монитор 
компьютера.  

Сперму оценивали по внешнему виду 
(цвет, консистенция), концентрацию спер-
матозоидов оценивают в счетной камере 
Горяева, время жизни устанавливали с по-
мощью секундомера.  

Низкотемпературное консервирование 
репродуктивных клеток самцов осетровых 
рыб проводили согласно разработанной ра-
нее методики [7].  

Для спермы осетровых рыб использо-
вали криораствор, содержащий многоком-
понентный базовый раствор, сахарозу, ман-
нит, яичный желток, диметилсульфоксид 
(ДМСО), приготовленный в прохладном 
помещении при температуре 16-18°С, ис-
пользуя охлажденную посуду и дистиллиро-
ванную воду. Однако в криозащитной среде 
было скорректировано содержание ДМСО 
(для сперматозоидов белуги его количество 
составило 3%, для русского осетра – 4%). 
Семенную жидкость смешивали с криоза-
щитной средой, воздействовали низкоча-
стотным электрическим прямоугольным 
раздражителем,  амплитудой 150 мВ и ча-
стотой 20 Гц в течение 1 минуты [8], затем 
замораживали. Скорость охлаждения на ли-
нейном участке температурной кривой со-
ставляла около 150°С/мин. 

Размораживали ампулы в дистилли-
рованной воде при температуре 38ºС. От-
мывку от криопротектора осуществляли в 
физиологическом растворе с применением 
электростимуляции оболочек клеток спер-
матозиодов частотой 300 Гц [8]. Выходным 
показателем являлось время жизни сперма-
тозоидов после дефростации.  

Яйцеклетки русского осетра замора-
живали с использованием криопротектора 
принципиально нового «обволакивающего 
действия», базовым компонентом которого 
являлась смесь растительного нерафиниро-
ванного и животного масел, содержащих 
линолевые, линоленовые кислоты и фосфа-
тиды [9].  

Партию икры (300 г) разделили на две 
части: нативная – контроль; криоконсерви-
рованная – опыт. Время эквилибрации со-
ставляло 20 минут. Замораживание прово-
дили в криопробирках Nunc ("Intermed", 
Denmark), объемом 1.8 мл, по 30-40 шт. От-
таивание партий икры осуществляли в воде 
температурой 42°С в течение 5 минут. 

Контрольную партию икры оплодо-
творяли в день получения, а опытную – по-
сле процедуры замораживания-хранения-
оттаивания. Оплодотворение проводили по 
стандартной технологии с использованием 
танина в качестве обеcклеивающего веще-
ства. После обесклеивания икру помещали в 
ячейки аппарата «Осетр» на инкубацию в 
цехе завода. После вылупления предличинок 
опытной и контрольной партий рассаживали 
по аквариумам объемом 200 литров, в цехе 
выращивания молоди. 

Физиологические характеристики по-
лученного опытной и контрольной партий 
на разных стадиях развития (однодневная 
личинка, личинка при переходе на активное 
питание и 20-дневная молодь) изучали в те-
сте «открытое поле» [10]. При тестировании 
использовали показатель изменения двига-
тельной активности при действии следую-
щих факторов: ориентировочная активность 
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(ОА), фоновая активность (ФА), действие 
слабого и сильного света, освещенностью 7 
и 300 люкс (РА 1 и РА 3), действие импуль-
сных электрических раздражителей, ампли-
тудой 150 mV и частотами 20 и 300 Гц (РА 

2, РА 4) и виброакустических раздражителей 
(РА 5). 

Различия между реакциями на дей-
ствие факторов между контрольной и опыт-
ной партиями устанавливали с использова-
нием t-критерия Стьюдента. 

 
ПОЛУЧЕННЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

При замораживании семенной жидко-
сти белуги в криосреде стандартного соста-
ва, содержащей 10% проникающего крио-
протектора – диметилсульфоксида (ДМСО), 

время жизни спермиев составило 26,2 ± 1,4 
мин. При криоконсервации с измененным 
его количеством произошло увеличение вы-
живаемости сперматозоидов (рис. 1). 
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Рис. 1. Выживаемость сперматозоидов белуги после дефростации 

различия достоверны при α=0,05 
Fig. 1. The survival rate of beluga sperm after thawing, differences  

are significant at α = 0,05 
 
Время жизни спермиев белуги при за-

мораживании в криозащитном растворе с 
уменьшенным количеством протектора про-
никающего действия увеличилось на 20%.  

Аналогичные результаты получены при 
замораживании спермы русского осетра (рис. 
2). 

Продолжительность жизни спермиев 
русского осетра, замороженных в криоза-
щитном растворе, содержащем 4% диметил-
сульфоксида, увеличилась на 47% по срав-
нению с традиционным составом среды.  

Следующий этап экспериментальных 
работ был направлен на оплодотворение в 
производственных условиях осетрового ры-
боводного завода партии яйцеклеток, замо-
роженных с применением криопротектора 
принципиально нового «обволакивающего 
действия», базовым компонентом которого 
являлась смесь растительного нерафиниро-
ванного и животного масел, содержащих 

линолевые, линоленовые кислоты и фосфа-
тиды.  

При осуществлении оплодотворения 
размороженной икры нативной спермой 
процент оплодотворения составил в опыт-
ной партии 41%, в контрольной – 95%. Про-
цесс инкубации в обеих партиях прошел за 5 
дней (опытная партия заложена на 2 дня 
позже контрольной). Процент вылупления 
предличинок в контроле 85%, в опыте 7,8%. 
Получено 273 шт. предличинок опытной 
партии. 

За период выращивания до перехода 
на активное питание смертность в контроле 
и опыте достоверно не различалась и соста-
вила 7 и 5% соответственно. При переходе 
на внешнее питание смертность в контроле 
20%, в опытной партии 35%. На 20-й день 
развития молодь в обоих партиях была фак-
тически одинаковой массы: в среднем опыт 
– 0,41 г, контроль – 0,40 г. 
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Рис. 2. Выживаемость сперматозоидов русского осетра после дефростации 

различия достоверны при α=0,05 
Fig. 2. The survival rate of Russian sturgeon sperm after thawing, differences  

are significant at α = 0,05 
 

По средним значениям тестов постро-
ены графики ответных реакций посадочного 
материала (рис. 3-5). Сравнение физиологи-
ческих показателей на всех исследованных 
стадиях развития молоди осетра дает следу-
ющие результаты: 

Для предличинок реакции опытной 
партии не различаются достоверно во всех 
тестах кроме реакции на сильный свет и им-

пульсный электрический раздражитель. Ре-
акции на сильный свет (РА3), импульсный 
электрический раздражитель (РА4) досто-
верно выше у контрольной партии (рис. 3). 
Это свидетельствует о том, что рецепторный 
комплекс четвертого желудочка головного 
мозга более приспособлен к восприятию 
раздражителей внешней среды, чем у опыт-
ных особей. 

 
Рис. 3. Реакции однодневной предличинки русского осетра в тесте «открытое поле» 

(контроль - белые столбцы, опыт - заштрихованные столбцы) 
Примечание: Реакции измерялись в условных единицах. Достоверно отличающиеся  

реакции контрольной и опытной партии отмечены звездочкой 
Fig. 3. Reaction of the one-day prelarvae of Russian sturgeon under the experiment" 

open field" (control - white columns, experiment - shaded columns) 
Note: Reaction is measured in arbitrary units. Significantly different reaction of controlled  

and experimental parts is marked with an asterisk 
 



ЮГ РОССИИ: ЭКОЛОГИЯ, РАЗВИТИЕ  Том 11   N 1   2016 
SOUTH OF RUSSIA: ECOLOGY, DEVELOPMENT  Vol.11  no.1  2016  

ЭКОЛОГИЯ ЖИВОТНЫХ 
ECOLOGY OF ANIMALS 

 

 65 

После перехода на внешнее питание 
ответные реакции молоди опытной и кон-
трольной партий несколько изменяются 
(рис. 4). Ответные реакции молоди опытной 
партии на все тесты, кроме виброакустиче-

ских раздражителей, достоверно выше у 
опытной партии. Видно, что рыбы из опыт-
ной партии превосходят контрольные эк-
земпляры практически по всем показателям. 

 
Рис. 4. Реакции личинки русского осетра после перехода на внешнее питание в тесте 

«открытое поле» (контроль - белые столбцы, опыт - заштрихованные столбцы) 
Примечание: Реакции измерялись в условных единицах. Достоверно отличающиеся  

реакции контрольной и опытной партии отмечены звездочкой 
Fig. 4. Reaction of the larvae of Russian sturgeon after switching to an external nutrition  

under the experiment "open field" (control - white columns, experiment –  
shaded columns) 

Note: Reaction is measured in arbitrary units. Significantly different reaction of controlled  
and experimental parts is marked with an asterisk 

 
В 20-ти дневном возрасте опытная и 

контрольная партии молоди русского осетра 
практически сравнялись по реактивности на 
предлагаемые раздражители (рис. 5), един-

ственный показатель по которому контроль-
ная партия достоверно превосходит опыт-
ную, тест на сильный свет (РА 3).

 

 
Рис. 5. Реакции молоди русского осетра в 20-дневном возрасте в тесте «открытое  

поле» (контроль - белые столбцы, опыт - заштрихованные столбцы) 
Примечание: Реакции измерялись в условных единицах. Достоверно отличающиеся  

реакции контрольной и опытной партии отмечены звездочкой 
Fig. 5. Reaction of the young Russian sturgeon in the 20 days of age under the experiment 

"open field" (control - white columns, experiment - shaded columns) 
Note: Reaction is measured in arbitrary units. Significantly different reaction of controlled  

and experimental parts is marked with an asterisk 
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Небольшая разница в развитии личи-
нок и молоди рыб в опытной и контрольной 
партиях может быть следствием разницы в 

криоустойчивости субпопуляций заморажи-
ваемых икринок. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Криоконсервация остается одним из 
наиболее привлекательных и быстроразви-
вающихся направлений сохранения редких и 
исчезающих видов. Наличие в криобанке 
генетически репрезентативных коллекций 
геномов рыб и маточных стад на осетровых 
рыбоводных заводах позволяет с макси-
мальным эффектом сохранить генетическое 
разнообразие этих ценных промысловых 
объектов.  

В результате проведения научных ис-
следований установлена эффективность 
снижения объемов отравляющих веществ в 
составе криозащитной среды для спермато-
зоидов осетровых видов рыб, что в свою 
очередь уменьшило токсическое действие 
последней на объект и привело к повыше-
нию времени жизни дефростированных кле-
ток у белуги на 20 %, у русского осетра – на 

47 %. Полученные результаты позволяют 
рекомендовать корректировку концентрации 
проникающих протекторов в криозащитном 
растворе в зависимости от количества внут-
риклеточной воды для повышения выжива-
емости репродуктивных клеток самцов рыб 
после двойного температурного шока. 

Полученное потомство из криокон-
сервированной икры оказалось жизнеспо-
собным и по реактивности центральной 
нервной системы и рецепторного комплекса 
практически не отличается от нативного ма-
териала. Очевидно, криоконсервация таких 
крупных объектов как яйцеклетки рыб и по-
лучение вполне жизнеспособного потомства 
из области одиночных лабораторных экспе-
риментов переходит в разряд высокотехно-
логичной аквакультуры. 
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