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Успехи исследований по криоконсерва-
ции клеток для сохранения генетических 
ресурсов общеизвестны. Однако проблему 
сохранения генетических ресурсов нельзя 
рассматривать только с точки зрения кри-
оконсервации. Ее надо ставить в комплек-
се с такими задачами, в частности, как раз-
работка не повреждающих методов оцен-
ки in vitro жизнеспособности сперматозо-
идов, яйцеклеток и зародышей. Оплодот-
воренные яйцеклетки  необходимо довес-
ти до стадии получения зародыша, а так-
же обеспечить возможность получения ге-
нетически идентичного потомства в коли-
честве, гарантирующем дальнейшее вос-
произведении вида.

На первом месте, как мы считаем, сто-
ит необходимость разработки методов 
оценки жизнеспособности половых кле-
ток и зародышей, хотя хочется сказать не-
сколько слов и о криконсервации. Когда 
Б.Н. Вепринцев еще начинал работать  над 
проектом сохранения генетических ресур-
сов, уже существовал метод оценки жизне-
способности клеток с помощью флуорес-
центного зонда для регистрации электри-
ческого потенциала мембраны, что в при-
нципе позволяло отслеживать состояние 
клетки в процессе замораживания и отта-
ивания. С тех пор большое развитие по-
лучило применение флуоресцентных зон-
дов для измерения внутриклеточного рН, 
внутриклеточной концентрации ионов 
Са2+, мембранного потенциала митохонд-
рий. Однако, насколько нам известно, эти 
методы не нашли широкого применения в 
криобиологии. Определение критической 
зоны формирования льда между -15° С и -
60° С в процессе замораживания и оттаива-
ния является хорошим показателем приме-
нения биофизических методов. Интересно 
дополнить эти исследования характерис-
тикой состояния мембраны и внутрикле-
точной среды, включая митохондрии. 

Методы оценки жизнеспособности по-
ловых клеток наиболее развиты для спер-
матозоидов и основываются на примене-

нии флуоресцентных меток или измере-
нии подвижности. В последнее время раз-
работан метод, когда применение сразу 
трех флуорохромов позволило быстро с 
помощью проточного флуориметра оце-
нить жизнеспособность сперматозоидов 
после оттаивания и целостность комплек-
са акросома – плазма мембраны сперма-
тозоида [1]. Один из красителей - пропи-
диум диоцид (PI)(670 nm) специфически 
связывается с ДНК и естественно, что, ес-
ли мембрана сперматозоида не поврежде-
на, он не проникает внутрь и не светится. 
Другой краситель SYBR-14 (515-545 nm) 
способен проникать через мембрану так-
же взаимодействует с ДНК и служит как 
бы дополнительным индикатором жизне-
способности сперматозоидов. Третий кра-
ситель – (РЕ-PNA) – фикоэритрин, конъ-
югированный с агглютинином из арахиса 
(581-583 nm) не проникает через мембрану 
и дает информацию относительно сохран-
ности комплекса акросома -сперматозо-
ид, высвечиваясь зеленым светом при на-
рушении комплекса. Еще одно его досто-
инство –он не взаимодействует с частица-
ми яичного желтка и может применяться 
без соответствующей отмывки спермато-
зоидов, предотвращая излишнею возмож-
ность повреждения сперматозоидов в про-
цессе отмывки и одновременно повышая 
точность измерений. Метод трех краси-
телей нашел свое дальнейшее развитие 
в применении вместо SYBR-14 внутрик-
леточных индикаторов рН, типа сarboxy-
SNARF-1 или SYTO –17.

Измерение подвижности сперматозо-
идов для оценки их жизнеспособности по-
лучило большое развитие [2]. В начале 
это было наблюдение за подвижностью 
сперматозоидов под микроскопом и руч-
ной подсчет частоты пересечения какой 
то условной границы. Затем стали фото-
графировать траекторию движения спер-
матозоидов в тёмнопольном микроскопе 
на остановленный кадр. Применение ки-
нематографических камер с соответству-
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ющими световыми спец. эффектами зна-
чительно расширило возможности иссле-
дования динамики движения сперматозои-
дов. Все эти методы были дорогими и мед-
ленными. Были попытки применять эф-
фект Доплера, лазерную технику. Однако, 
подлинное продвижение вперед произош-
ло при появлении телевизионной техники 
с ССД камерами и возможностью прямо-
го подключения к компьютеру. Примене-
ния современной регистрирующей техни-
ки и компьютеров позволяет уйти от оши-
бок и разбросов данных, связанных с ин-
дивидуальными свойствами наблюдателя, 
хорошо документировать, полученные ре-
зультаты наблюдений, существенно повы-
сить точность регистрации и что немало-
важно, а может наиболее важно, ввести в 
обиход новые параметры, характеризую-
щие подвижность сперматозоидов, регис-
трировать которые без соответствующей 
техники невозможно. Например, на мно-
гих объектах показано, что регистрация 
подвижности должна проводится с часто-
той не менее 60 Гц, а оптимально с часто-
той 200 Гц, иначе искажается траектория 
движения. Установлена высокая степень 
корреляции между подвижностью спер-
матозоидов и их способностью оплодотво-
рять яйцеклетку. Существует много подхо-
дов к анализу характеристики подвижнос-
ти сперматозоидов, но наиболее употреби-
тельными являются три: криволинейная 
траектория, прямолинейная траектория и 
усредненная между ними. Криволинейная 
траектория - это истинная траектория дви-
жения сперматозоида в плоскости. Прямо-
линейная траектория – это минимальное 
расстояние между точкой начала движе-
ния сперматозоида и его конечной точкой. 
Усредненная – это средняя между двумя 
первыми.. Подвижность сперматозоидов 
определяется эффективностью работы 
жгутика, которая характеризуется таки-
ми параметрами как отношение расстоя-
ния от головки жгутика по изгибу жгутика 
до некоторой точке на жгутике и прямым 
расстоянием до той же точки от головки 
жгутика. Далее идут такие параметры как 
двойная амплитуда волны изгиба жгутика, 
длина волны изгиба жгутика, угол изгиба 
жгутика, радиус криволинейности и, нако-
нец, частота биения жгутика.

В настоящее время в лабораторных и 
клинических исследования подвижности 
сперматозоидов широкое распространение 
получили компьютерные системы анали-
за подвижности сперматозоидов “CASA”- 
computer-aided sperm analysis. В лаборатор-

ных условиях имеется много их модифика-
ций в зависимости от задачи исследований. 
Известны две фирмы которые выпускают 
коммерческие варианты системы CASA в 
первую очередь для клиник, хотя их также 
можно использовать для научных исследо-
ваний по сохранению ценных видов.

После того, как стало известно о вы-
сокой эффективности оплодотворения 
яйцеклетки при ведении внутрь ее даже 
малоподвижного сперматозоида (ICSI –
intracytoplasmic sperm injection), появи-
лись разработки специализированных 
микропипеток для этой цели. Среди них 
обращает на себя внимание пьезоуправля-
емая пипетка, в комплект с которой вхо-
дит также микропипетка для удержания 
яйцеклетки [3]. Пъезоуправляемая пипет-
ка выполняет две функции: прокалывает 
мембрану яйцеклетки с помощью пъезоэ-
лектрического сверла и вводит спермато-
зоид внутрь клетки. 

Группа французских ученых разра-
батывает микроробот для оплодотворе-
ния in vitrо(4). Основной частью этого ус-
тройства является автоматический инъек-
тор спермы в цитоплазму. Он должен со-
держать модуль для удаления кумулюс-
ных клеток, модуль, характеризующий яй-
цеклетку, модуль для микроинъекции и мо-
дуль для транспортировки сперматозои-
дов. Другая из разработанных подсистем 
основана на измерении упругости яйцекле-
ток как характеристики ее состояния.

Для сохранения генома и его быстрей-
шего размножения ближайший соратник 
Б.Н.Вепринцева по приборостростроению 
А.М.Хохлов разработал устройство и се-
рию приспособлений для хирургического 
разделения зародыша на несколько час-
тей с разным содержанием бластомеров. 
Это направление является одним из пер-
спективных способов получения близне-
цов от 2 до может быть 16. Обнадежива-
ет его перспективность серия работ, в ко-
торой показана, что бластомеры, инъеци-
рованные в яйцеклетку, дают in vitro близ-
кий процент к норме в формировании но-
вых зародышей [5]. Большие надежды на 
успешность применения этого метода сов-
местно с предварительной биохимической 
обработки матрикса исходного зародыша 
перед применением инструментальных ме-
тодов разделения.

Перечисленные выше методы работы 
со сперматозоидами и яйцеклетками могут 
быть реализованы в техническом плане 
на основе совместной работы ИТЭБ РАН, 
ИБП РАН и ИБК РАН.
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SUMMARY
A concept for a integrated approach towards the implementation of the idea of genetic resource conservation 
is considered, which primarily includes development of biophysical methods for evaluating viability of 
oocytes, spermatozoids, and embryos. Further, opportunities for obtaining two genetically identical twins 
for reproduction of rare and vanishing species is discussed.
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В результате исчезновения или резко-
го падения численности популяций ценных 
промысловых видов рыб и других живот-
ных возникла проблема сохранения их ге-
нофонда. Одним из перспективных направ-
лений в этой области явились исследования 
по криоконсервации репродуктивных кле-
ток животных в атмосфере жидкого азота 
при температуре -196° C. Результаты этих 
исследований давно используют для хра-
нения образцов эякулята (спермы) самцов 
сельскохозяйственных животных.

Замораживание репродуктивных кле-
ток самцов рыб с целью их длительного 
хранения  сопряжено с рядом трудностей, 
связанных с толерантностью клеток в ус-
ловиях сверхнизкой температуры. В пос-
ледние 20 лет опубликовано большое ко-
личество работ, в которых обсуждаются 
различные аспекты по выяснению причин 
резкого снижения качества спермиев пос-
ле хранения их в жидком азоте.

Основной причиной повреждения или 
снижения подвижности клеток при замо-
раживании является кристаллизация внут-
ри- и внеклеточной воды. Из материалов 
опубликованных работ известно, что ос-
новные силы повреждения клеток возни-
кают на пути замораживания и дефроста-
ции спермы в результате напряжения, воз-
никающего в связи с электрополяризацией 
и акустической эмиссией в процессе крис-
таллизации воды. 

Несмотря на успешные разработ-

ки различных методов криоконсервации 
репродуктивных клеток рыб, по прежне-
му продолжаются исследования по совер-
шенствованию технологии хранения био-
материала в условиях сверхнизкой темпе-
ратуры по следующим вопросам: для крио-
защиты клеток и субклеточных элементов 
разрабатываются протекторы, составны-
ми частями которых являются различные 
по химической природе вещества (глице-
рин, диметилсульфоксид, сахароза, этилен-
гликоль, жирные кислоты и др.).

Все вопросы по криозащите клеточ-
ного материала от повреждения в той или 
иной степени уже в настоящее время ус-
пешно решены, о чем свидетельствуют 
многие опубликованные работы.

В настоящее время, по нашему мне-
нию, необходимо углубление исследова-
ний по изучению механизма криоповреж-
дений клеток, что можно схематично пред-
ставить в следующих направлениях:

- в связи с тем, что известные криопро-
текторы, включая разработанные нами, 
позволяют сохранить клетки от деструк-
ции, необходимо определить физико-хи-
мические факторы, негативно действую-
щие на подвижность спермиев. С этой це-
лью важно изучить активность ферментов, 
участвующих в процессах моторики спер-
миев. Очевидно, с этой целью потребует-
ся изучить энзимы не только спермиев, но 
и окружающей клетки среды (спермы). В 
современной научной литературе уже есть 
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