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ет большие возможности как для работ 
по генной коррекции, так и по генной те-
рапии млекопитающих, что, в свою оче-
редь, так или иначе может быть связано с 
сохранением популяций. В работах [9, 10, 
11, 12] нам удалось впервые продемонстри-
ровать перенос генов в составе молекуляр-
ных конструкций в клетки молочных же-
лез мышей и овец и в эмбрионы мышей и 
кроликов с помощью рецептор-опосредо-
ванного эндоцитоза. 

Сохранение исчезающих видов живот-
ных с помощью клонирования, в том чис-
ле в сочетании с криоконсервацией, име-
ет большие перспективы. Для этого есть и 

технологии, и устройства, накоплен также 
большой опыт экспериментирования при 
использовании в качестве объектов как 
лабораторных животных, так и различных 
сельскохозяйственных животных. Есть 
также возможности для работы в услови-
ях дикой природы и в зоопарках. 

С использованием криобанков сохра-
нение генетического материала путем кло-
нирования и развитие методов репрограм-
мирования для соматического клонирова-
ния позволят преодолеть многие пробле-
мы сохранения исчезающих видов живот-
ных на нашей Планете с помощью прямо-
го их воспроизведения. 
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SUMMARY
Embryonic and somatic cloning is one of the methods for endangered animals preservation for it offers the 
great opportunities for conserving of genetic material outside cryobank and restoration of population in zoo 
and wildlife animals. Although the main achievements in mammalian cloning are connected with the usage 
of technology of nuclei transfer, the yield of intact preimplantation embryos and live births is extremely 
low (0,1-3%), and the new births have serious abnormalities. Basing on our own experiments in cloning we 
analyse in details the peculiarities and difficulties of several the stages of the technique of nuclear transfer 
and offer the new methods, new devices and technology approaches.
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В 2005 году в нашей лаборатории поя-
вилась возможность испытать импортное 
оборудование для замораживания спер-

мы жеребцов по западной технологии. Эту 
возможность нам предоставил Локотской 
К.З., который приобрел оборудование и 
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разбавители в немецкой фирме «Мини-
туб» и любезно предоставил его нам.

Мы использовали технологию Loomis 
et al., (1983), которая представляет собой 
модифицированную немецкую техноло-
гию Маrtin J.C. et. al., (1979) с отличием по 
режиму центрифугирования и объему фа-
совки в 0,5 мл соломины. Эта технология 
наиболее распространена в Европе, все 
другие базируются на основе данной тех-
нологии с применением подобных приемов 
и разбавителей.

Перед нами была поставлена задача ис-
пытать западную технологию и сравнить 
ее с нашими отечественными технология-
ми замораживания семени жеребцов.

Исследование было проведено в виде 
сравнительного опыта по 3-м технологиям: 

1 – российская технология заморажи-
вания семени в больших объемах 15-20 мл 
(Романькова Н.К., 1969), 

2 – российская технология в малых объ-
емах 5-6 мл (Фомина Е.Л., 1990)

3 – западная технология в соломинах 
по 0,5 мл (Loomis et al., 1983). Сравнение 
проводили по этапам подготовки спермы 
к замораживанию с целью выявления наи-
более выгодных параметров в обработке 
спермы. Мы выделили три основных этапа 
технологии – это разбавление, центрифу-
гирование и конечный выход спермодоз.

1-ый этап – разбавление. В опыте бы-
ло установлено, что западные авторы, 
стремясь уменьшить объем спермы, пре-
небрегают оптимальной степенью раз-
бавления, рекомендуя разбавлять спер-
му в 2 раза, в то время как оптимальной 
степенью для спермы жеребца являет-
ся степень разбавления в 4 раза. Опыт, 
представленный в таблице 1, показал, 
что подвижность и переживаемость спер-
миев повышается при увеличении степе-
ни разбавления импортной средой (М-2). 
Отступление от этой закономерности ве-
дет к некоторому смешению осмотичес-
ких процессов. В результате устойчи-
вость спермиев к дальнейшим процеду-
рам охлаждения и замораживания снижа-
ется. Выдерживает процесс криоконсер-

вации сперма только очень высокого ка-
чества. Это приводит к уменьшению воз-
можностей замораживания спермы сред-
него качества.

2-ой этап – центрифугирование. Ис-
следование показало, что при центри-
фугировании в оптимальном режиме не 
происходит полного осаждения сперми-
ев, т.е. часть половых клеток остаются 
над осадком. В дальнейшем надосадоч-
ная жидкость удаляется. С целью карди-
нального снижения объема все западные 
авторы рекомендуют удалять как мож-
но больше надосадочной плазмы: до 90%. 
По российской технологии заморажива-
ния семени в малых объемах (Фомина 
Е.Л. и др.,1988) рекомендуется удаление 
50-60% надосадка. Мы расчитали и уви-
дели, что чем больше удаляется надоса-
дочной жидкости, тем больше, при этом, 
теряется спермиев, которые не осели на 
дно центрифужной пробирки (таблица 
2). При удалении 90% надосадка выбра-
сывается до 20% спермев, т.е. заведомо 
удаляется 20% спермодоз.

3-ий этап- это выход количества спер-
модоз.

Во-первых, потери спермиев на втором 
этапе при удалении надосадочной жидкос-
ти после центрифугирования приводят к 
заведомой потере спермиев в количестве 
20% или выбросу 20% спермодоз.

Во-вторых, все технологии заморажи-
вания спермы в миниобъемах предусмат-
ривают компенсацию объема за счет по-
вышения количества подвижных сперми-
ев в дозе, которое необходимо доводить 
до уровня 300-500 млн. По данным Раlmer 
et.al. (1984) количество подвижных спер-
миев должно быть не менее 300 млн, по 
данным Pickett et.al. (1987) оно должно ле-
жать в пределах 400-500 млн на одно осе-
менение. По российским технологиям до-
пустимо использование на осеменение 150-
200 млн подвижных спермиев в дозе в оп-
тимальном объеме (15-20 мл). 

Потери спермодоз будут зависеть от 
начальной концентрации спермы конкрет-
ного жеребца, т.к. это индивидуальный по-

Таблица 1
Влияние различных степеней разбавления импортной средой 

М2 на показатели спермы после оттаивания

Показатели спер-
мы после оттаивания

Степень разбавления средой М2
Контроль с 

центриф. (по 
Фоми-ной)

Контроль без 
центриф.

1:1 1:2 1:3 1:4 1:3 1:3

Активность (баллы) 2,0±0,17 2,0±0,16 2,5±016 2,5±0,18 2,5±0,17 2,5±0,19

Переживае-мость (часы) 126±10 154±12 170±14 169±13 178±16 172±15
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казатель, и концентрация спермиев колеб-
лется в пределах от 100 до 500 млн/мл. 

Если начальная концентрация спер-
мы составляет менее 300 млн, то из одно-
го эякулята, подготовленного к заморажи-
ванию по западной технологии, получится 
меньше доз, чем по российской технологии 
Только в том случае, если концентрация 
спермиев не менее или выше 300 млн/мл, 
то потерь спермодоз не происходит. 

Исследование показало, что подготов-
ка семени к замораживанию по западной 
технологии, с достижением кардинально-
го уменьшения объема спермодозы, при-
водит к снижению качественных показа-
телей спермиев и их дополнительной по-
тере. При этом возникает необходимость 

повышения требований к качеству семени 
жеребцов, использованию для заморажи-
вания семени только с высокой активнос-
тью и высокой концентрацией, ограниче-
нию использования для консервации семе-
ни среднего качества. 

Российская технология замораживания 
семени в малых объемах (5 мл) не приво-
дит к большой потере спермиев. Техноло-
гия замораживания семени в больших объ-
емах (15-20 мл) предполагает щадящий ре-
жим воздействия на спермии и дает воз-
можность использовать для консервации 
семя среднего качества. Кроме того, при 
этом достигается возможность снизить в 
дозе количество подвижных спермиев за 
счет объема.

Таблица 2
Влияние удаления различного количества надосадочной жидкости после 

центрифугирования на показатели замороженно-оттаянной спермы 

К-во удаленной надо-
садочной жидкости%

Активность перед 
замораж. (баллы)

Активность после 
оттаивания (баллы)

Переживае-
мость после от-
таивания (часы)

Потери спер-
миев, %

Западная технология (Loomis)

50 4,0±0,18 2,3±0,11 107±11 3,7

60 4,0±0,18 2,3±0,11 113±14 6,0

70 4,0±0,19 2,3±0,12 142±11 9,0

80 4,0±0,19 2,3±0,12 162±12 12.0

90 4,0±0,19 2,3±0,13 144±16 20.0

Отечественная технология (Фомина Е.Л.)

50 4,0±0,20 2,4±0,12 270±20 2.0

60 4,0±0,19 2,4±0,12 264±23 4,0

70 4,0±0,18 2,37±0,11 258±27 5,6

80 4,0±0,19 2,37±0,12 259±26 10,0

90 4,0±0,20 2,37±0,11 240±22 17,0

Отечественная технология без центрифугирования (контроль)

0 4,0±0,1 2,4±0,12 270±18 0

SUMMARY
As a result of the comparative analysis of Western and Russian stallion semen cryopreservation technologies 
in steps of freezing preparation, we singled out the most optimal parameters of sperm treatment.
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