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Аннотация
Обоснование. Криоконсервация спермы крупного рогатого скота - эф-

фективный метод племенной работы. Для повышения эффективности крио-
консервации требуется совершенствование синтетических разбавителей для 
замораживания спермы. Особое внимание отводится поиску новых криопро-
текторов, способных повысить выживаемость сперматозоидов и сохранить их 
фертильность в процессе криоконсервации.

Цель. Оценка результативности искусственного осеменения коров спер-
мой, содержащей молекулярный водород. 

Материалы и методы. Для эксперимента было отобрано 2 группы 
животных, по 50 голов в каждой. Коров контрольной группы осеменяли 
спермой, замороженной в среде «BioXcell», а животных опытной груп-
пы спермой, замороженной среде «BioXcell» с молекулярным водородом. 
Осеменение коров проводили групповым методом путем синхронизации 
половой охоты по схеме «Овсинх». Эффективность осеменения оценива-
лась на основе данных ректального УЗИ исследования после осеменения. 
Было проведено сравнение результативности искусственного осеменения 
коров спермой, криоконсервированной в усовершенствованной среде, со-
держащей молекулярный водород, с показателями оплодотворяемости, 
полученными при использовании спермы, замороженной в среде без мо-
лекулярного водорода.
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Результаты. Оплодотворяемость коров спермой, содержащей молекуляр-
ный водород, через 3 месяца повысилась на 11,5% по сравнению с использо-
ванием спермы без молекулярного водорода.

Заключение. Использование молекулярного водорода в составе среды 
для разбавления семени позволяет повысить оплодотворяющую способность 
спермы быков и увеличить показатели оплодотворения коров при искусствен-
ном осеменении. 
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Abstract
Background. Cryopreservation of sperm from cattle is an effective method of 

breeding work. To increase the efficiency of cryopreservation, the improvement 
of synthetic diluents for freezing sperm is required. Special attention is paid to the 
search for new cryoprotectors capable of increasing sperm survival and preserving 
their fertility during cryopreservation. 

Purpose. Evaluation of the effectiveness of artificial insemination of cows with 
sperm containing molecular hydrogen.

Materials and methods. For the experiment, 2 groups of animals were selected, 
50 heads each. The cows of the control group were inseminated with sperm frozen 
in a BioXcell medium, and the animals of the experimental group with sperm frozen 
in a BioXcell medium with molecular hydrogen. Insemination of cows was carried 
out by a group method by synchronizing sexual hunting according to the “Ovsinh” 
scheme. The effectiveness of insemination was evaluated on the basis of rectal 
ultrasound examination data after insemination. A comparison was made of the 
effectiveness of artificial insemination of cows with sperm cryopreserved in an 
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improved medium containing molecular hydrogen with the indicators of fertilization 
obtained using sperm frozen in an environment without molecular hydrogen. 

Results. Fertilization of cows with sperm containing molecular hydrogen 
increased by 11.5% after 3 months compared with the use of cryopreserved sperm 
without molecular hydrogen. 

Conclusion. The results of the experiments indicate that the use of molecular 
hydrogen in the composition of the medium for diluting the seed makes it possible 
to increase the fertilizing ability of bull sperm and increase the fertilization rates of 
cows during artificial insemination. 

Keywords: molecular hydrogen; sperm; cows; artificial insemination
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Введение
Криоконсервация спермы крупного рогатого скота является эффектив-

ным методом племенной работы, позволяющим использовать генетиче-
ский потенциал высокопродуктивных животных. Используемые при этом 
быки-производители проверены по качеству потомства, а коровы отвечают 
предъявляемым требованиям по молочной продуктивности [3]. 

Однако в области криоконсервации спермы быков существуют нере-
шенные проблемы, которые ограничивают эффективность искусствен-
ного осеменения животных. Во-первых, при глубоком замораживании 
значительная часть сперматозоидов (более 40-50%) погибает в процессе 
замораживания-оттаивания. Во-вторых, оплодотворяемость коров при ис-
пользовании криоконсервированной спермы остается по-прежнему недо-
статочно высока.

Для повышения эффективности криоконсервации требуется проведе-
ние углубленных исследований, направленных на совершенствование син-
тетических разбавителей для глубокого замораживания спермы. Особое 
внимание необходимо уделить поиску новых криопротекторов и биологи-
чески активных веществ, способных повысить выживаемость сперматозо-
идов и сохранить их фертильность в процессе криоконсервации.

В настоящее время, ведущим фактором в снижении фертильности 
сперматозоидов считается окислительный стресс [13; 15].

Известно, что для мембран сперматозоидов характерна высокая кон-
центрация полиненасыщенных жирных кислот, что делает их особенно 
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чувствительными к окислительному стрессу. Активные формы кислорода 
образующиеся в ходе метаболизма спермиев, способствует развитию пе-
рекисного окисления липидов. Перекисное окисление липидов оказывает 
негативное влияние на показатели подвижности, концентрации спермато-
зоидов, вызывает истощение энергетических запасов [14; 16; 20].

Молекулярный водород является «новым» антиоксидантом для профи-
лактического и терапевтического применения [8; 18]. В отличие от других 
антиоксидантов, молекулярный водород инактивирует высокореактивные 
соединения как гидроксильный радикал, пероксинитрит не нарушая мета-
болизм и передачу сигналов с помощью активных форм кислорода. Моле-
кулярный водород не только снижает окислительный стресс, но и обладает 
противовоспалительным, противоаллергическим, противоапоптическим 
действием, стимулирует энергетический обмен, регулирует экспрессию 
генов [8;17; 18; 19].

Наши исследования показали, что молекулярный водород положи-
тельно влияет на морфо-функциональные показатели сперматозоидов, 
при добавлении его в среду для замораживания спермы. При добавлении 
молекулярного водорода в среду для разбавления семени и последующей 
криоконсервации наблюдается увеличении подвижности и средней скоро-
сти движения сперматозоидов, отмечено уменьшение окислительных про-
цессов, увеличение содержания АТФ и жизнеспособности спермиев [6; 8].

В этой связи цель исследования ‒ оценка результативности искусствен-
ного осеменения коров спермой, содержащей молекулярный водород. 

Материалы и методы исследования
Научно-производственные опыты проведены на кафедре «Физиологии, 

биохимии животных и акушерства» НГАТУ им. Л.Я Флорентьева. 
Для замораживания спермы быков использовали эякуляты с подвижно-

стью более 80% и концентрацией не менее 1 млрд/мл. Эякулят разбавляли 
синтетической средой «BioXcell» (IMV Technologies, L’Agile, Франция). 
Для оценки влияния молекулярного водорода на сперматозоиды в состав 
разбавителя «BioXcell» в качестве криопротектора добавляли молекуляр-
ный водород в концентрации 1,2 мг/л. Молекулярный водород получали 
используя установку Бозон-Н-Н2/О3. Замораживали сперму в виде гранул 
объемом 0,2 мл. Оттаивали сперму в 3% растворе цитрата натрия. Ото-
бранные образцы замороженно-оттаянной спермы быков оценивали на 
выживаемость спермиев при температуре 38°С, по подвижности и состо-
янию акросом спермиев. 
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Для эксперимента было отобрано 2 группы животных, по 50 голов в 
каждой. Коров контрольной группы осеменяли спермой, замороженной 
в среде «BioXcell», а животных опытной группы ‒ спермой, заморожен-
ной среде «BioXcell» с молекулярным водородом. В дозе для осеменения 
содержалось 15 млн подвижных сперматозоидов согласно ГОСТ 26030-
2015 [5]. Осеменение коров проводили групповым методом путем синхро-
низации половой охоты по схеме «Овсинх». Эффективность осеменения 
оценивалась на основе данных ректального УЗИ исследования на 35 день 
после осеменения. Было проведено сравнение результативности искус-
ственного осеменения коров спермой, криоконсервированной в усовер-
шенствованной среде, содержащей молекулярный водород, с показателями 
оплодотворяемости, полученными при использовании спермы, заморо-
женной в среде без молекулярного водорода.

Содержание и кормление животных контрольной и опытной групп 
было одинаковым и осуществлялось согласно принятым в хозяйстве нор-
мам. За состоянием обмена веществ следили по показателям: температу-
ре тела, частоте пульса и количество дыхательных движений в минуту по 
общепринятым методикам [11].

Состояние естественной резистентности у животных изучали, оце-
нивая лизоцимную и бактерицидную активность сыворотки крови. Ли-
зоцимную активность ‒ фотоэлектроколориметрическим методом с 
использованием тест-культуры Micrococcus lysodeikticus, бактерицидную 
активность сыворотки крови ‒ фотонефелометрическим методом с при-
менением тест-культуры Escherichia coli [11]. Фагоцитарную активность 
нейтрофилов крови определяли по методу А.И. Иванова (1967) [7]. Гема-
тологические показатели исследовали на гематологическом анализаторе 
Гемалайт 1270 (Dixion, Россия). 

Для статистического анализа полученных данных применялась про-
грамма Statistica. Оценка достоверности результатов осуществлялась с ис-
пользованием t-критерия Стьюдента. Уровень статистической значимости 
был установлен на уровне 0,05.

Результаты исследования и их обсуждение 
На первом этапе научно-производственного опыта определяли физи-

ологическое состояние коров по клиническим, гематологическим показа-
телям и показателям естественной резистентности.

Оценивали клинико-физиологические показатели животных: измеряли 
температуру тела, частоту пульса и количество дыхательных движений 
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в минуту. Установлено, что клинико-физиологические показатели коров 
контрольной и опытной групп находились в пределах физиологической 
нормы (табл. 1). 

Таблица 1.
Клинико-физиологические показатели животных контрольной                               

и опытной групп, (М±m) 

Показатель Контрольная 
группа

Опытная 
группа

Норма по 
И.П. Кондрахину, 

2004 [9]
Температура, °С 38,5±0,19 38,9±0,25 37,5-39,0 
Пульс, ударов/мин 62,4±0,79 61,1±0,95 50-80 
Дыхание, дых. дв/мин 22,4±0,98 19,6±1,16 15-30 

Средняя температура тела у коров контрольной группы – 38,5±0,19 
°С, частота пульса 62,4±0,79 ударов/мин, средняя частота дыхательных 
движений 22,4±0,98 дых. дв/мин, что находится в пределах физиологиче-
ской нормы. Средняя температура тела у коров опытной группы составила 
38,9±0,25 °С, частота пульса 61,1±0,95 ударов/мин, средняя частота дыха-
тельных движений 19,6±1,16 дых. дв/мин, что находится в пределах физи-
ологической нормы. Разница между величинами контрольной и опытной 
групп животных была статистически недостоверной (Р>0,05).

Диагностическим методом, позволяющим в комплексе с клинико-фи-
зиологическими показателями определить функциональное состояние жи-
вотных является гематологический анализ крови [10, 12]. 

При анализе гематологических показателей крови у контрольной и 
опытной групп животных, установлено, что все показатели находились в 
пределах физиологической нормы (табл. 2). 

Таблица 2.
Гематологические показатели крови животных контрольной                                          

и опытной групп, (М±m) 

Показатель Контрольная 
группа

Опытная 
группа

Норма по 
И.П. Кондрахину, 

2004 [9]
Лейкоциты, 109 /л 8,6±0,34 8,1±0,54 4–11 
Тромбоциты, 109 /л 498±43,16 502±62,46 90–380 
Эритроциты, 1012/л 6,2±0,49 6,3±0,59 5–9 
Гемоглобин, г/л 138,25 ±8,34 142,54 ±7,22 80–150 
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Статистически значимых различий между контрольной и опытной 
группами коров по содержанию лейкоцитов, тромбоцитов, эритроцитов 
и гемоглобина не выявлено. 

Показатели клеточного и гуморального иммунитета отражают течение 
физиологических процессов и реализацию продуктивного потенциала ор-
ганизма животного [1, 2, 4, 7]. Нами были изучены бактерицидная (БАСК) 
и лизоцимная активность сыворотки крови (ЛАСК), а также фагоцитарная 
активность нейтрофилов (табл. 3).

Таблица 3.
Показатели естественной резистентности крови животных контрольной               

и опытной групп, (М±m)
Показатель Контрольная группа Опытная группа

БАСК, % 44,28 ± 1,36 42,52 ± 1,52
ЛАСК, % 21,29 ± 1,11 23,16 ± 1,24
Фагоцитарная активность 
нейтрофилов, % 54,16 ± 1,95 55,09 ± 2,08

Показатели БАСК и ЛАСК между контрольной и опытной группами 
животных не имели достоверных отличий. Исследование фагоцитарной 
активности нейтрофилов также не показали достоверных отличий в пока-
зателях фагоцитоза между анализируемыми группами. 

Таким образом, физиологические, гематологические показатели и по-
казатели естественной резистентности у коров опытной группы находи-
лись в пределах интервалов физиологической нормы. 

Во втором этапе научно-производственного опыта оценено влияние 
молекулярного водорода в составе замораживающей среды на результа-
тивность осеменения коров криоконсервированной спермой. Как видно из 
данных таблицы 4 оплодотворяемость коров через 3 месяца повысилась 
на 11,5% по сравнению с спермой без молекулярного водорода.

Таблица 4.
Результативность осеменения коров опытной группы спермой,                                 

замороженной с молекулярным водородом, (М±m)
Показатель Контрольная группа Опытная группа

Осеменено коров 50 50
Выбыло из опыта коров 2 3
Стельных коров через 35 сут. 23 28
Стельных коров через 3 мес. 20 25
% 41,7 53,2
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Результаты опытов свидетельствуют, что использование молекулярно-
го водорода в составе среды для разбавления семени позволяет повысить 
оплодотворяющую способность спермы быков и увеличить показатели 
оплодотворения коров при искусственном осеменении. 

Заключение 
Криоконсервация репродуктивных клеток крупного рогатого скота 

одна из важнейших задач современной биотехники воспроизводства. Для 
успешного создания криобанков гамет требуется разработка и внедрение 
новых соединений с криопротекторными свойствами. Включение моле-
кулярного водорода в состав криозащитного раствора является целесоо-
бразным, так как вещество нетоксично, не откладывается в клетках, не 
вызывает разрушения биологических мембран, оказывает влияние на по-
казатели перекисного окисления липидов, повышая антиоксидантную ак-
тивность [8; 17; 18]. 

Заключение комитета по этике. Исследование было проведено в пол-
ном соответствии с этическими нормами, установленными Европейской 
конвенцией о защите позвоночных животных, участвующих в экспери-
ментах или научных исследованиях (ETS №123, Страсбург, 1986), а так-
же с требованиями Приказа Министерства Здравоохранения Российской 
Федерации № 708н от 28 августа 2010 года.

Информация о конфликте интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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