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Аннотация. Цель исследования – оценка влияния генов-кандидатов, кодирующих аквапорины (AQP): 
AQP3, AQP7 и AQP11, ассоциированных с показателями качества спермы быков, для дальнейшего исполь-
зования их как транскрипционных биомаркеров. Методы. При помощи количественной полимеразной 
цепной реакции с обратной транскрипцией (RT-qPCR) оценили экспрессию выбранных генов нативных и 
замороженно-оттаянных сперматозоидов 7 быков голштинской породы и провели анализ корреляционных 
связей между уровнем экспрессии изучаемых генов со значимыми для выживаемости и оплодотворения 
показателями качества спермы. Оценены такие биохимические показатели нативных и деконсервирован-
ных сперматозоидов быков, как подвижность, морфология клеток, целостность мембран, жизнеспособ-
ность, мембранный потенциал митохондрий, уровень генерации активных форм кислорода (АФК). На-
учная новизна исследования заключается в том, что впервые в нашей стране оценена связь уровня экс-
прессии генов AQP3, AQP7 и AQP11 с показателями качества спермы быков голштинской породы. Резуль-
таты. Ген AQP11 может быть рекомендован как надежный транскрипционный биомаркер, поскольку имел 
высокую положительную корреляционную связь с содержанием живых (0,821, p = 0,0145), нормальных 
(0,750, p = 0,0384) клеток и отрицательную корреляцию с содержанием дефективных (–0,679, p = 0,0735), 
мертвых клеток (–0,821, p = 0,0145) и содержанием АФК (–0,821, p = 0,0145) в замороженно-оттаянной и 
нативной сперме. Транскрипт гена AQP7 замороженно-оттаянной спермы имел среднюю отрицательную 
корреляцию с показателями содержания мертвых сперматозоидов (–0,727, p = 0,0545) и дефектов акросомы 
(–0,667, p = 0,0735) на близком к достоверному уровне. Транскрипт гена AQP3 имел достоверную положи-
тельную корреляцию с содержанием мертвых клеток (0,786, p = 0,0251) замороженно-оттаянной спермы и 
отрицательную корреляцию с содержанием дефективных, мертвых клеток и содержанием АФК в заморо-
женно-оттаянной и нативной сперме.
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Abstract. Тhe aim of the study is to assess the influence of candidate genes encoding aquaporins (AQPs): AQP3, 
AQP7 and AQP11, associated with indicators of bull semen quality, for their further use as transcriptional bio-
markers. Methods. Using quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (RT-qPCR), we assessed 
the expression of selected genes in native and frozen-thawed sperm of 7 Holstein bulls and analyzed the correla-
tions between the expression level of the studied genes with indicators of sperm quality that are significant for 
survival and fertilization. The following biochemical parameters of native and deconserved bull spermatozoa were 
assessed: motility, cell morphology, membrane integrity, viability, mitochondrial membrane potential, level of 
generation of reactive oxygen species (ROS). The scientific novelty of the study lies in the fact that for the first 
time in our country the relationship between the expression level of the AQP3, AQP7 and AQP11 genes and the 
quality of sperm of Holstein bulls was assessed. Results. The AQP11 gene can be recommended as a reliable tran-
scriptional biomarker, since it had a high positive correlation with the content of living (0.821, p = 0.0145), normal 
(0.750, p = 0.0384) cells, and a negative correlation with the content of defective (–0.679, p = 0.0735), dead cells 
(–0.821, p = 0.0145) and ROS content (-0.821 p=0.0145) in frozen-thawed and native sperm. The AQP7 gene tran-
script of frozen-thawed sperm had an average negative correlation with indicators of dead sperm content (–0.727, 
p = 0.0545) and acrosome defects (–0.667, p = 0.0735) at a level close to significant. The AQP3 gene transcript had 
a significant positive correlation with the content of dead cells (0.786, p = 0.0251) in frozen-thawed sperm and a 
negative correlation with the content of defective, dead cells and ROS content in frozen-thawed and native sperm.
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biomarkers, mitochondria, aquaporins
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Постановка проблемы (Introduction)
На сегодняшний день проблема сохранности 

сперматозоидов при проведении процедур крио-
консервации стоит достаточно остро. Быки, хряки и 
бараны входят в число криочувствительных видов, 
для которых заморозка и оттаивание несут значи-
тельные риски повреждения ДНК мужских гамет, 
снижения оплодотворяющей способности, и по-
следующего замирания развития эмбрионов, полу-
ченных с использованием криоконсервированного 
семени [1; 2]. В последние годы омиксные техно-
логии нашли свое применение во многих областях 
исследований – как фундаментальных, так и при-
кладных. Вспомогательные репродуктивные тех-
нологии не стали исключением: во всем мире по-
стоянно пополняются базы данных о роли тех или 
иных генов, транскриптов и белков в обеспечении 

криорезистентности и фертильности половых кле-
ток. Анализ профилей транскриптов сперматозои-
дов и ассоциация уровня экспрессии определенных 
РНК с различной криорезистентностью спермы – 
относительно новый подход в данной сфере иссле-
дований во всем мире [2–4]. Проведено множество 
исследований, направленных на оптимизацию ме-
тодологии долгосрочного хранения спермы, а так-
же на поиск биомаркеров качества семени сельско-
хозяйственных животных и человека, в том числе 
обнаружены гены и белки, отвечающие за криоре-
зистентность. Кроме того, некоторые транскрипты 
сперматозоидов могут транслироваться в митохон-
дрии во время капацитации [3], и исследования по-
казали, что различия в экспрессии транскриптов 
сперматозоидов могут использоваться в качестве 
маркеров функций сперматозоидов, включая под-
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вижность, капацитацию и конденсацию хроматина 
[3; 4]. Благодаря достижениям в области биоинфор-
матики стало возможным выделять высококаче-
ственную РНК из мужских гамет и разрабатывать 
новые неинвазивные подходы для оценки криото-
лерантности, а также биомаркеры качества семени 
у животных и человека. Этот новый подход основан 
на анализе данных секвенирования РНК спермато-
зоидов (RNAseq) путем сравнения профиля мРНК 
после криоконсервации семени для идентификации 
маркерных генов, вовлеченных в механизм крио-
травмы. У сперматозоидов хряка, быка, жеребца и 
человека были обнаружены различия в профайлах 
матричных и микроРНК до и после криоконсерва-
ции [5–8]. Также у хряка и большой панды выяв-
лены гены, преимущественно активирующиеся в 
гаметах особей с низкой криорезистентностью [9; 
10]. Однако, несмотря на обнаружение корреляции 
некоторых транскриптов спермы с устойчивостью 
к заморозке-оттаиванию, причины такой связи зача-
стую не установлены. Также в связи с межвидовой и 
даже внутривидовой изменчивостью РНК-профиля 
подобные исследования необходимо проводить от-
дельно на определенных породах и популяциях. У 
мужских гамет различных видов животных выяв-
лены гены и транскрипты, ответственные за устой-
чивость к криотравме [11], однако транскрипцион-
ные маркеры сперматозоидов быков до конца не 
изучены, а в нашей стране подобные исследования 
и вовсе ранее не проводились. Получение данных 
об особенностях РНК-профилей у быков с высокой 
и низкой криорезистентностью семени позволит в 
дальнейшем разрабатывать новые неинвазивные 
подходы для оценки устойчивости к криоконсер-
вации, а ассоциация обнаруженных биомаркеров с 
определенными изменениями внутри клетки станет 
фундаментальной основой для совершенствования 
методологии и преодоления последствий криокон-
сервации. Целью данной работы является проведе-
ние корреляционного анализа уровня экспрессии 
генов аквапоринов с показателями качества спермы.

В качестве исследуемых генов нами были ото-
браны гены, кодирующие аквапорины (AQP): AQP3, 
AQP7 и AQP11. Аквапорины (AQP) представляют 
собой семейство небольших интегральных белков 
плазматической мембраны, которые главным об-
разом транспортируют воду в клетки. AQP делят-
ся на три подсемейства в зависимости от их функ-
циональности. К первой группе (ортодоксальные 
AQP) относятся AQP0, AQP1, AQP2, AQP4, AQP5, 
AQP6 и AQP8, которые избирательно транспорти-
руют молекулы воды. Второе подсемейство, так-
же известное как акваглицеропорины, поскольку 
они способны транспортировать воду, глицерин и 
другие мелкие растворенные вещества, включают 
AQP3, AQP7, AQP9 и AQP10. AQP11 и AQP12 при-
надлежат к третьей группе, также известной как 

супераквапорины, представляющие собой водные 
каналы с более низкой гомологией в сравнении с 
другими AQP [12]. Функции супераквапоринов ме-
нее изучены, чем функции двух других групп AQP. 
Аквапорин 3 (AQP3) и аквапорин 7 (AQP7) облада-
ют свойствами защиты от осмотических изменений 
путем эффективного контроля проникновения воды 
и глицерина в оболочку сперматозоида, также уча-
ствуют в его подвижности [13; 14]. Супераквапорин 
11 облегчает движение воды, но его проницаемость 
для других растворенных веществ остается спор-
ной [15]. AQP7 и AQP11 в сперматозоидах хряка 
были идентифицированы методом вестерн-блот-
тинга, и дальнейшее их изучение показало, что по-
вышенное содержание AQP11 имеет значительную 
корреляцию (P < 0,05) с целостностью мембраны 
сперматозоидов, текучестью и подвижностью спер-
матозоидов, но не коррелирует с качеством спермы 
в случае AQP7. Однако AQP3 участвует в осмоадап-
тации спермы, что имеет решающее значение после 
естественного снижения осмотического давления, с 
которым сталкиваются мужские гаметы при попа-
дании в женский репродуктивный тракт [16]. Рядом 
авторов изучены локализация и экспрессия генов 
AQP3, AQP7 и AQP11 в сперматозоидах быков и по-
казано, что данные гены участвуют в криотолерант-
ности сперматозоидов быков и оплодотворяющей 
способности [13; 14; 17].

Поскольку глицерин является наиболее рас-
пространенным проницаемым криопротекторным 
агентом в разбавителях для замораживания спермы 
быков, а проницаемость плазматической мембра-
ны для воды и глицерина определяет устойчивость 
клеток к криоконсервации, участие акваглицеропо-
ринов 3, 7 и 11 в криотолерантности сперматозои-
дов быков заслуживает дальнейшего изучения.
Методология и методы исследования (Methods)

Для исследования было выбрано 7 быков от 1 
года до 3 лет на АО «Невское». Всего было исследо-
вано 14 проб эякулята, из них 7 проб нативной спер-
мы и 7 проб криоконсервированной спермы (3 пай-
еты). Пробы свежего эякулята отбирали в утренние 
часы во время плановых заборов, проводимых в АО 
«Невское». Объем каждой пробы нативной спермы 
составлял 1000–1500 мкл, концентрация варьирова-
лась от 0,7 до 1,65 млрд клеток/мл. Процедура крио-
консервации спермы, проводимая на АО «Невское», 
заключалась в следующем: смешанный с разбави-
телем OptiXcell (IMV technologies, Франция) в со-
отношении 1 : 1 эякулят быков (27 °С) охлаждали 
до 18–22 °С, после чего проводили итоговое разбав-
ление, фасовку и эквилибрацию (экспозиция при 
4 °С в течение 3–4 часов). Замораживание сперма-
тозоидов производили в условиях –145 °С в течение 
7,5 минуты и хранили при –196 °С в жидком азоте 
(IMV Technologies, Франция). Концентрация клеток 
в пайете достигала 4…9 × 106 клеток/мл.
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Подвижность и концентрация половых клеток 
свежего эякулята была оценена на АО «Невское» 
с использованием камеры Маклера (Sefi Medical 
Instrument, Италия). Для работы со сперматозоида-
ми заранее готовили среду HBSS (Hank's Balanced 
Salt Solution) следующего состава на 100 мл: NaCl – 
800 мг, KCl – 40 мг, MgSO4-ангидрат – 4,96 мг, 
KH2PO4 – 6 мг, D-Glucose – 100 мг, NaHCO3 – 36 мг, 
Na2HPO4-ангидрат – 4,8 мг, CaCl2 × 2H2O – 18,56 мг, 
MgCl2-6H2O – 10 мг. Перед проведением эксперимен-
тов свежий эякулят разбавляли в среде HBSS, доводя 
до объема 500 мкл, так чтобы итоговая концентра-
ция клеток не превышала 4…2 × 106 клеток/мл. Кон-
центрацию клеток проверяли на фотометре SDM 1 
(Minitube, Германия). Затем клетки дважды отмыва-
ли с помощью центрифугирования при 1500 об/мин 
в течение 10 минут и 37 ℃, супернатант удаляли. 
Осадок ресуспендировали в среде HBSS. Сперма-
тозоиды после оттаивания также отмывали центри-
фугированием и ресуспендировали в 1,5 мл среды 
HBSS. После этого полученные образцы использова-
ли для выделения РНК, оценки морфологии клеток, 
анализа биохимических показателей мужских гамет.

До выделения РНК проводилась очистка образ-
цов спермы от соматических и мертвых клеток пу-
тем градиентного центрифугирования с помощью 
раствора «Фиколл» [18].

Анализ морфологии сперматозоидов проводили 
под иммерсией на световом микроскопе Olympus 
Vanox-t (Япония), объектив 100х, после окрашива-
ния мазка эякулята с помощью тест-набора «Дифф – 
Квик» (АБРИС+ НПФ, Россия) согласно рекомен-
дациям производителя. На каждом суховоздушном 
препарате наблюдали по 200 сперматозоидов.

Анализ целостности мембран, жизнеспособно-
сти, мембранного потенциала митохондрий и уров-
ня генерации активных форм кислорода произво-
дили с помощью проточного цитометра CytoFLEX, 
BeckmanCoulter (США). Скорость сбора данных 
проточной цитометрии была установлена на низ-
кую скорость и максимальное разрешение. В сред-
нем около 5000 одноклеточных событий было по-
лучено из каждого образца спермы быка. Получен-
ные данные анализировали с помощью программы 
CytExpert 2.4.

Для оценки мембранного потенциала мито-
хондрий клетки сперматозоидов окрашивали 
флуоресцентным липофильным карбоцианино-
вым красителем JC-1. В 500 мкл образца вносили 
2 мкл 2 мкM JC-1. Инкубировали образцы в темно-
те при 37 ℃ в течение 30 минут. Далее добавляли 
1000 мкл среды, ресуспендировали, центрифугиро-
вали при 2000 об/мин в течение 10 минут, осадок 
разбавляли в 500 мкл среды НВSS до измерения на 
проточном цитометре. JC-1 возбуждали лазером с 
длиной волны 488 нм. JC-1 при высоких ΔΨm об-

разует J-агрегаты, излучающие оранжево-красную 
флуоресценцию с максимумом при 595 нм (сиг-
нал эмиссии регистрируется при 610/630 нм). При 
низких ΔΨm JC-1 остается в мономерной форме, 
испуская зеленую флуоресценцию с максимумом 
при 530 нм (сигнал эмиссии регистрируется при 
532/555 нм). Конечная ΔΨm клетки является соот-
ношением красной и зеленой флуоресценции (чис-
ловое значение для анализа).

Оценка жизнеспособности и целостности кле-
точных мембран нативных и деконсервированных 
сперматозоидов проводилась с помощью окраши-
вания интеркалирующими красителями: пропидия 
йодидом, контрастным красителем для ядер и хро-
мосом, окрашивающим мертвые клетки, и SYBR 
Green I, специфичным к двухцепочечной ДНК. К 
500 мкл спермы добавляли 0,3 мкл 1 мкM SYBR 
Green I. Инкубировали образцы в темноте при 37 ℃ 
в течение 10 минут. Затем добавляли 2 мкл 2,4 мкМ 
пропидия йодида и инкубировали клетки далее еще 
5 минут при тех же условиях. SYBR Green I свя-
зывается с ДНК, полученный комплекс поглощает 
голубой свет (λmax = 497 нм) и испускает зеленый 
(λmax = 520 нм). Длина волны возбуждения флуорес-
ценции пропидия йодида составляет 535 нм. Про-
пидия йодид испускает красную флуоресценцию с 
максимумом при 617 нм.

Оценка уровня генерации активных форм кис-
лорода в нативных и деконсервированных сперма-
тозоидах проводилась путем окраски спермы кра-
сителем H2DCFDA (2′,7′-дихлородигидрофлуорес-
цеин диацетат). В 300 мкл образца вносили 10 мкл 
2 мкМ H2DCFDA. Клетки инкубировали 25 минут 
при 37 ℃ в темноте. Затем оценивали флуоресцен-
цию в зеленой области спектра (максимум погло-
щения при 511 нм, максимум флуоресценции при 
533 нм).

Выделение РНК из нативной и деконсервиро-
ванной спермы предварительно отмытой средой 
HBSS и реагентом «Фиколл» проводили с помощью 
набора для выделения ExtractRNA (Евроген, Рос-
сия), тщательно следуя указаниям производителя. 
Полученные образцы РНК обрабатывали термола-
бильной ДНКазой ЕМ 100 (Биолабмикс) в соответ-
ствии с рекомендацией производителя. Концентра-
ция РНК, измеренная с помощью спектрофотоме-
тра NanoDrop ND-1000, определялась в диапазоне 
от 500 до 1000 нг/мл.

Дизайн олигонуклеотидов-праймеров для ана-
лиза экспрессии последовательности генов-канди-
датов, влияющих на качество спермы, проводили на 
основании информации баз данных сети Интернет 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov и www.ensembl.org) 
при помощи компьютерной программы PRIMER_3 
(www.genome.wi.mit.edu).
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Синтез однонитевой кДНК проводили при по-
мощи обратной транскриптазы Mint (Евроген) сле-
дуя указаниям производителя. Реакцию проводили 
в объеме 20 мкл. В пробирку добавляли следую-
щие компоненты: 1–2 мкг тотальной РНК; по 2 мкл 
специфического праймера (10 мкМ); 10 мкл воды 
для ПЦР. Смесь прогревали 2 минуты при 70 °С и 
переносили образцы в лед. После чего добавляли 
8 мкл предварительно подготовленной смеси: 4 мкл 
5х MINT буфера, 2 мкл смеси dNTPs, 2 мкл DTT 
(20 мМ). В перемешанную смесь добавляли 2 мкл 
MINT-ревертазы, и инкубировали 2 часа при 42 °С.

Анализ экспрессии РНК, полученных из натив-
ной и замороженно-оттаянной спермы быков, про-
водили с помощью олигонуклеотидов-праймеров 
(таблица 2). Полученную смесь однонитевой кДНК 
использовали для амплификации с использованием 
5х реакционной смеси qPCRmix-HS SYBR (Евро-
ген), предназначенной для ПЦР в реальном времени 
с интеркалирующим красителем SYBR Green I в со-
ответствии с рекомендациями производителя. Ком-
поненты реакции смешали в следующей последова-
тельности: стерильная вода до 25 мкл; qPCRmix-HS 
SYBR 5 мкл 1X, ПЦР праймер по 0,4 мкМ, ДНК-
матрица (1 мкл на реакцию). Реакции проводили на 
амплификаторе в реальном времени CFX96 Touch 
(Bio-Rad, США) в следующем режиме: амплифика-

ция кДНК и детекция сигнала (40 циклов): 95 °C – 5 
минут; 95 °C – 15 секунд; 59 °C – 15 секунд; 72 °C – 
20 секунд (этап сбора данных). Реакции ПЦР в ре-
альном времени для каждого образца проводили 
в трех повторностях. Для последующих расчетов 
использовали среднее арифметическое значение. 
Расчет изменений экспрессии отдельных молекул 
микроРНК выполняли методом 2dCt (delta Cycle 
threshold) [19]. 

Статистическую значимость разницы исследуе-
мых параметров между группами оценивали с по-
мощью методов непараметрического анализа путем 
вычисления критерия χ2, t-критерия Стьюдента и 
однофакторного анализа ANOVA по методам Кра-
скела – Уоллиса и Холма – Шидака. Анализ ранго-
вой корреляции был проведен при помощи крите-
рия Спирмена. Анализ данных по биохимическим 
показателям, показателям качества спермы и ПЦР 
осуществляли с помощью программ Excel 10.0, 
SigmaPlot 14. 

Результаты (Results)
В качестве исследуемых генов нами были ото-

браны гены, кодирующие аквапорины (AQP): 
AQP3, AQP7 и AQP11. В качестве референсных ге-
нов (домашнего хозяйства) были отобраны SLC2A5 
(GLUT5) и GAPDH (таблица 1)

Таблица 1
Последовательность олигонуклеотидов-праймеров генов-кандидатов, 

ассоциированных с качеством спермы

Название гена
Последовательность 
прямого праймера 

и температура отжига, °C

Последовательность 
обратного праймера 

и температура отжига, °C

Размер 
продукта, 

пар 
нуклеотидов

SLC2A5 (GLUT5) 
(референсный)

TGACCTACCACCAACCCTGA
60.10

CATGCCTGTGGCTACCAGAA
60.04

194

GAPDH 
(референсный)

CCGCAAGGAGAACTCAAGGT
59.96

CGGCCCAAGCAAAAATTGGA
59.97

163

AQP3 CTGACCACATCTCTCTGCCC
59.82

GCCGATCATGAGCTGGTACA
59.90

112

AQP7 AGGCAACTGGGAGCATAAGG 
59.74

GTTCCTTCCCCAGCCACTC
60.00

153

AQP11 TTCTGTCATGCTGAGAACAGATTTT
59.23

AGGAATCACAGTACTAG-
TAGCAAGC
60.16

135

Table 1
Sequence of primer oligonucleotides of candidate genes associated with sperm quality

Gene Forward primer sequence and 
annealing temperature, °C

Reverse primer sequence and
annealing temperature, °C

Product size, 
base pairs 

SLC2A5 (GLUT5) 
(reference)

TGACCTACCACCAACCCTGA
60.10

CATGCCTGTGGCTACCAGAA
60.04

194

GAPDH 
(reference)

CCGCAAGGAGAACTCAAGGT
59.96

CGGCCCAAGCAAAAATTGGA
59.97

163

AQP3  CTGACCACATCTCTCTGCCC
59.82

GCCGATCATGAGCTGGTACA
59.90

112

AQP7 AGGCAACTGGGAGCATAAGG
59.74

GTTCCTTCCCCAGCCACTC
60.00

153

AQP11 TTCTGTCATGCTGAGAACAGATTTT
59.23

AGGAATCACAGTACTAGTAG-
CAAGC
60.16

135
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Половые клетки нативной и деконсервиро-
ванной спермы были оценены по следующим 
показателям: 

1) подвижность; 
2) морфологические дефекты: акросомы, голо-

вы, шеи, хвоста, наличие сперматозоидов с петле-
видными хвостами, с цитоплазматической каплей; 

3) целостность мембран; 
4) жизнеспособность; 
5) мембранный потенциал митохондрий; 
6) уровень содержания активных форм 

кислорода.
В таблице 2 представлены средние показатели 

общей подвижности сперматозоидов нативной и 
декриоконсервированной спермы. Показатели под-
вижности гамет нативной спермы равны или пре-
вышают (от 70 % до 80 %) норму по ГОСТ 23745-
2014, замороженно-оттаянных сперматозоидов (от 
65 % до 80 %) соответствуют таковым для гамет за-
мороженной спермы в соответствии с ГОСТ 26030-

2015 – не менее 40 %.  Важно отметить, что после 
криоконсервации изменилось качество спермы в 
сторону ее ухудшения (снижение уровня клеток с 
нормальной морфологией). 

При сравнительной оценке количества сперма-
тозоидов с нормальной морфологией в нативной и 
деконсервированной сперме быков выявлено, что 
имеется тенденция к уменьшению доли спермато-
зоидов с нормальной морфологией после криокон-
сервации. Отмечено, что доля декриоконсервиро-
ванных морфологически нормальных мужских га-
мет достоверно ниже доли аналогичных нативных 
сперматозоидов у быков № 4, № 5 и № 6. Однако 
у быка № 2 обнаружен противоположный эффект, 
представленный достоверным увеличением доли 
нормальных гамет после криоконсервации в срав-
нении с нативными клетками (таблица 3). 

Был проведен статистический анализ различий 
показателей жизнеспособности половых клеток по 
трем окраскам JC-1, H2DCFDA, SYBR Green I/про-

Таблица 2
Показатели концентрации и подвижности нативной и замороженно-оттаянной спермы

Номер 
быка

Концентрация
сперматозоидов

Подвижность 
сперматозоидов

Норма для нативной 
спермы по ГОСТ 

23745-2014
Норма подвижности 
для замороженной 

спермы 
по ГОСТ 26030-2015, 

%, не менее
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П
од
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ж
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ь,
 

%
, н

е 
м
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ее

1 1,0 5 80 80 0,8 70 40
2 1,5 9 80 75 0,8 70 40
3 1,19 4 70 70 0,8 70 40
4 1,65 5* 75* 70* 0,8 70 40
5 0,8 8 75 65 0,8 70 40
6 1,5 5 80 80 0,8 70 40
7 0,8 5,7 70 70 0,8 70 40

Примечание. * p ≤ 0,01.
Table 2

Indicators of concentration and motility of native and frozen-thawed sperm

Bull 
number

Spermatozoa 
сoncentration Sperm motility

The norm for native 
sperm according 

to GOST 23745-2014
Motility rate for frozen 

sperm according 
to GOST 26030-2015, 

%, not less than
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ce
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ra
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n,
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m
3

M
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, %
,
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ot
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1 1.0 5 80 80 0,8 70 40
2 1.5 9 80 75 0,8 70 40
3 1.19 4 70 70 0,8 70 40
4 1.65 5* 75* 70* 0,8 70 40
5 0.8 8 75 65 0,8 70 40
6 1.5 5 80 80 0,8 70 40
7 0.8 5.7 70 70 0,8 70 40

Note. * p ≤ 0.01. 
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пидия йодид в нативной и декриоконсервирован-
ной сперме. Статистически достоверные различия 
были получены по показателю содержания живых 
и мертвых клеток, окрашенных SYBR Green I/про-
пидия йодид (таблица 4).

Метод ПЦР в реальном времени позволил на-
блюдать процесс накопления кДНК в процессе 
реакции. Чем больше количество кДНК в образце, 

тем раньше наблюдается начало роста сигнала флу-
оресценции и тем меньше пороговый цикл. В на-
шем случае выход на пороговый цикл исследуемых 
генов начинался с 20 цикла амплификации и закан-
чивался до 35 цикла. Первыми на «плато» выходил 
ген AQP11, последним – AQP3 декриоконсервиро-
ванной спермы (рис. 1).

Таблица 3
Дефективные формы сперматозоидов в нативной и криоконсервированной сперме быков 

(n = 200 клеток)

№
быка

Состо-
яние

Дефекты сперматозоидов, M ± SEM Количество 
нормальных 

клеток, 
X ± mАкросома Головка Шейка Хвост Хвост пет-

левидный Капля

1 Натив 6,5 ± 2,1 3,5 ± 1,5 5 ± 2 11,5 ± 5,5 0,0c 0,0 173,5 ± 10,5
Крио 3,5 ± 1,5 3 ± 2 1,5 ± 1,50 11,0 ± 1,0 10 ± 1,0d 0,5 ± 0,50 179 ± 1,5

2 Натив 15,5 ± 0,5 11,5 ± 2,5 2,5 ± 0,50,0 15,0 ± 5,0 0,0 2,5 ± 2,50,0 153,5 ± 4,5e

Крио 3,5 ± 0,5 2,5 ± 0,5 1,5 ± 0,5 4,5 ± 0,5 1,5 ± 0,5 1,0 185,5 ± 0,5f

3 Натив 0,0 0,0 0,5 ± 0,50 1,5 ± 0,5 2,0 ± 1,0 0,0 195,0 ± 1,0
Крио 3,6 ± 1,4 13,4 ± 5,2 10 ± 2,7 15,4 ± 6,7 8,0 ± 2,8 0,4 ± 0,24 149,6 ± 20,3

4 Натив 0,5 ± 0,5 2,5 ± 1,5 6 ± 1 1,5 ± 0,5 1,5 ± 1,5 0,5 ± 0,50 187,5 ± 0,5g

Крио 0,8 ± 0,6 11,6 ± 2,9 2,4 ± 0,9 14,4 ± 3,7 6,8 ± 2,2 0,6 ± 0,40,0 163,6 ± 6,3

5 Натив 0,5 ± 0,5 5,0 ± 2,0 1,0 7 ± 2,0 5,0 ± 1,0 0,0 181,5 ± 5,5
Крио 2,4 ± 0,9 26,0 ± 11,5 7,6 ± 3,4 15,8 ± 2,3 7,2 ± 1,5 0,2 ± 0,20,0 137,8 ± 13,6

6 Натив 0,5 ± 0,5 5,0 ± 3,0 8 ± 1,0 3,5 ± 0,5a 1,0 ± 1,0 0,0 182,0 ± 4,0h

Крио 3,2 ± 3,2 26,2 ± 6,9 7,6 ± 2,1 24,6 ± 3,1b 2,6 ± 1,1 0,0 135,8 ± 5,4i

7 Натив 1,0 11,5 ± 6,5 1,5 ± 0,5 3,5 ± 0,5 2,5 ± 0,5 0,0 180,0 ± 6,0
Крио 2,6 ± 1,6 4,6 ± 1,7 2,8 ± 1,7 8,4 ± 1,8 4,0 ± 2,2 0,6 ± 0,4 177,0 ± 5,4

Примечание. Натив – нативные сперматозоиды, крио – заморожено-оттаянные сперматозоиды. 
Достоверные различия по критерию Стьюдента: a:b, e:f, g:h, iP < 0,01, c:dP < 0,001. 

Table 3
Spermatozoa defective forms of in native and cryopreserved bull semen (n = 200 cells)

No. 
of 

bull

Sperm 
condi-
tion

Sperm defects, M ± SEM Number of 
normal cells, 

X ± mAcrosome Sperm 
head

Sperm 
neck Sperm tail Looped tail Drop

1 Native 6.5 ± 2.1 3.5 ± 1.5 5.0 ± 2.0 11.5 ± 5.5 0.0 c 0.0 173.5 ± 10.5
Cryo 3.5 ± 1.5 3.0 ± 2.0 1.5 ± 1.5 11.0 ± 1.0 10.0 ± 1.0.0 

d
0.5 ± 0.5 179 ± 1.5

2 Native 15.5 ± 0.5 11.5 ± 2.5 2.5 ± 0.5 15.0 ± 5.0 0.0 2.5 ± 2.5 153.5 ± 4.5 e

Cryo 3.5 ± 0.5 2.5 ± 0.5 1.5 ± 0.5 4.5 ± 0.5 1.5 ± 0.5 1.0 185.5 ± 0.5 f

3 Native 0.0 0.0 0.5 ± 0.5 1.5 ± 0.5 2.0 ± 1.0 0.0 195 ± 1
Cryo 3.6 ± 1.4 13.4 ± 5.2 10 ± 2.7 15.4 ± 6.7 8.0 ± 2.8 0.4 ± 0.2 149.6 ± 20.3

4 Native 0.5 ± 0.5 2.5 ± 1.5 6.0 ± 1.0 1.5 ± 0.5 1.5 ± 1.5 0.5 ± 0.5 187.5 ± 0.5 g

Cryo 0.8 ± 0.6 11.6 ± 2.9 2.4 ± 0.9 14.4 ± 3.7 6.8 ± 2.2 0.6 ± 0.4 163.6 ± 6.3

5 Native 0.5 ± 0.5 5.0 ± 2.0 1.0 7.0 ± 2.0 5.0 ± 1.0 0.0 181.5 ± 5.5
Cryo 2.4 ± 0.9 26.0 ± 11.5 7.6 ± 3.4 15.8 ± 2.3 7.2 ± 1.5 0.2 ± 0.2 137.8 ± 13.6

6 Native 0.5 ± 0.5 5.0 ± 3.0 8.0 ± 1.0 3.5 ± 0.5 a 1.0 ± 1.0 0.0 182.0 ± 4.0 h

Cryo 3.2 ± 3.2 26.2 ± 6.9 7.6 ± 2.1 24.6 ± 
3.1 b

2.6 ± 1.1 0.0 135.8 ± 5.4 i

7 Native 1.0 11.5 ± 6.5 1.5 ± 0.5 3.5 ± 0.5 2.5 ± 0.5 0.0 180.0 ± 6.0
Cryo 2.6 ± 1.6 4.6 ± 1.7 2.8 ± 1.7 8.4 ± 1.8 4.0 ± 2.2 0.6 ± 0.4 177.0 ± 5.45

Note. Native – native spermatozoa, cryo – frozen-thawed spermatozoa. Significant differences by Student's t-test: a:b, e:f, g:h, iP < 0.01;. c:dP < 0.001.
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Таблица 4
Статистическое различие показателей сперматозоидов в нативной

 и криоконсервированной сперме  

Краситель Показатель N Среднее значение ± 
ошибка среднего

Стандартное 
отклонение P

JC-1

Низкая степень 
поляризации 

митохондриальных 
мембран

Натив 7 4396,57 ± 945,65 2501,97
0,293Крио 7 3017,00 ± 825,42 2183,85

Средняя степень 
поляризации 

митохондриальных 
мембран

Натив 7 1722,27 ± 613,72 1623,76
0,725Крио 7 2086,42 ± 804,89 2129,54

Высокая степень 
поляризации 

митохондриальных 
мембран

Натив 7 1057,14 ± 652,23 1725,65
0,449Крио 7 1818,42 ± 722,86 1912,53

H2DCFDA Содержание АФК FITC Натив 6 1514,17 ±  3613,34 8850,83 0,161Крио 7 8611,00 ±  890,03 2354,79

SYBR
Содержание живых 

клеток
Натив 7 3714,85 ±  934,30 2471,92 0,004Крио 7 7960,14 ± 708,64 1874,87

Содержание мертвых  
клеток

Натив 7 3323,42 ± 741,08 1960,71 0,043Крио 7 5614,86 ± 688,58 1821,81
Примечание. Жирным шрифтом отмечено достовернно значимое различие показателей сперматозоидов
в нативной и криоконсервированной сперме быков.

Table 4
 Statistical difference between sperm counts in native and cryopreserved semen

Dye Index N Mean value ± mean 
error Standard deviation P

JC-1

Low degree 
of mitochondrial 

membranes polarization 

Native 7 4396.57 ± 945.65 2501.97
0.293Cryo 7 3017.00 ± 825.42 2183.85

Аverage degree 
of mitochondrial 

membranes polarization

Native 7 1722.286 ± 613.72 1623.76
0.725Cryo 7 2086.42 ± 804.89 2129.54

High degree 
of mitochondrial 

membranes polarization

Native 7 1057.14 ± 652.23 1725.65
0.449Cryo 7 1818.42 ± 722.86 1912.53

H2DCFDA АFО content Native 6 15140.167 ±  3613.34 8850.83 0.161Cryo 7 8611.0 ±  890.03 2354.79

SYBR
Living cells content Native 7 3714.85 ±  934.30 2471.92 0.004Cryo 7 7960.143 ± 708.64 1874.87

Dead cells content Native 7 3323.42 ± 741.08 1960.71 0.043Cryo 7 5614.857 ± 688.58 1821.81
Note. Significant difference in sperm parameters in native and cryopreserved bull sperm are indicated in bold.

Рис. 1. График накопления ПЦР продукта по исследуемым генам у быка № 1
Fig. 1. PCR product accumulation graph of the studied genes in bull No. 1
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Таблица 5
Анализ корреляционных связей уровня относительной экспрессии исследуемых генов 

с некоторыми показателями качества спермы быков
Показатель 

сперматозоидов
Состояние 

спермы
AQP3 AQP 7 AQP 11

R, Spearman p-value R, Spearman p-value R, Spearman p-value
Подвижность Натив –0,037 0,905 0,0772 0,843 –0,0772 0,843

Крио –0,579 0,150 –0,109 0,781 –0,579 0,150
Дефективные 
клетки 

Натив 0,571 0,150 0,035 0,905 –0,071 0,843
Крио 0,371 0,497 0,143 0,720 –0,679 0,0735

Нормальные 
клетки

Натив –0,571 0,150 –0,035 0,905 0,0714 0,843
Крио –0,371 0,497 0,371 0,497 0,750 0,0384

Дефекты 
акросомы 

Натив 0,519 0,181 0,148 0,720 0,000 0,968
Крио 0,0857 0,919 –0,667 0,0735 –0,811 0,0145

Мертвые клетки 
SYBR/PI

Натив –0,179 0,660 0,464 0,255 –0,821 0,0145
Крио 0,786 0,0251 –0,727 0,0545 –0,818 0,0145

Живые клетки
SYBR/PI

Натив 0,179 0,660 –0,464 0,255 0,821 0,0145
Крио 0,200 0,602 –0,543 0,297 0,309 0,438

Средняя степень 
поляризации ми-
тохондриальных 
мембран n (%) 
(JC-1)

Натив –0,143 0,720 0,000 0,968 0,0714 0,843
Крио 0,107 0,781 0,107 0,781 0,321 0,438

Содержание 
АФК (интен-
сивность све-
чения) – mean 
FITC (DFC)*

Натив –0,657 0,175 –0,257 0,658 0,257 0,658
Крио 0,393 0,341 –0,393 0,341 –0,821 0,0145

Примечание. Жирным шрифтом отмечены достоверные уровни корреляции с показателями спермы быков.
Table 5

Analysis of correlations between the level of relative expression of the studied genes 
and some indicators of bull sperm quality

Index 
spermatozoa

Sperm 
condition

AQP3 AQP 7 AQP 11
R, Spearman p-value R, Spearman p-value R, Spearman p-value

Mobility Native –0.037 0.905 0.0772 0.843 –0.0772 0.843
Cryo –0.579 0.150 –0.109 0.781 –0.579 0.150

Defective cell Native 0.571 0.150 0.035 0.905 –0.071 0.843
Cryo 0.371 0.497 0.143 0.720 –0.679 0.0735

Normal cells Native –0.571 0.150 –0.035 0.905 0.0714 0.843
Cryo –0.371 0.497 0.371 0.497 0.750 0.0384

Acrosome defects Native 0.519 0.181 0.148 0.720 0.000 0.968
Cryo 0.0857 0.919 –0.667 0.0735 –0.811 0.0145

Dead cells SYBR/
PI

Native –0.179 0.660 0.464 0.255 –0.821 0.0145
Cryo 0.786 0.0251 –0.727 0.0545 –0.818 0.0145

Live cells 
SYBR/PI

Native 0.179 0.660 –0.464 0.255 0.821 0.0145
Cryo 0.200 0.602 –0.543 0.297 0.309 0.438

Average degree 
of polarization 
of mitochondrial 
membranes n (%) 
(JC-1)

Native –0.143 0.720 0.000 0.968 0.0714 0.843
Cryo 0.107 0.781 0.107 0.781 0.321 0.438

AFO content 
(glow intensity) – 
mean FITC 
(DFC)*

Native –0.657 0.175 –0.257 0.658 0.257 0.658
Cryo 0.393 0.341 –0.393 0.341 –0.821 0.0145

Note. Significant levels of correlation with bull sperm parameters are indicated in bold.
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Результаты исследования показали, что экспрес-
сия вышеуказанных генов была преимущественно 
выше в замороженно-оттаянной сперме. Статисти-
чески достоверных различий уровней экспрессии 
изучаемых генов в нативной и декриоконсервиро-
ванной сперме не наблюдалось: AQP11 (р = 0,07); 
AQP3 (р = 0,08); AQP7 (р = 0,1) (рис. 2). 

Анализ корреляционных связей выявил некото-
рые зависимости между уровнем экспрессии моле-
кул и значимыми показателями качества спермы у 
исследуемых генов. Среди трех генов, кодирующих 
аквапорины, наибольшую корреляционную связь 
по большинству показателей качества сперматозои-
дов проявил ген AQP11. Он имел высокую положи-
тельную корреляцию с содержанием живых, нор-
мальных клеток и отрицательную корреляцию с со-
держанием дефективных, мертвых клеток и содер-
жанием АФК в замороженно-оттаянной и нативной 
сперме. Ген AQP7 замороженно-оттаянной спермы 
имел среднюю отрицательную корреляцию с по-
казателями содержания мертвых сперматозоидов и 
дефектов акросомы на уровне близком к достовер-
ному. Ген AQP3 имел достоверную положительную 
корреляцию с содержанием мертвых клеток замо-
роженно-оттаянной спермы (таблица 5). 
Обсуждение и выводы (Discussion and Conclusion)

Полученные нами данные позволяют сделать 
предположение, что наиболее перспективным для 
использования в качестве транскрипционного мар-
кера является ген AQP11, поскольку он имел поло-
жительную корреляционную связь с несколькими 
показателями, характеризующими жизнеспособ-
ность сперматозоидов, и в то же время AQP11 обла-

дал отрицательной корреляцией с показателями, ха-
рактеризующими низкое качество сперматозоидов. 

Отчасти наши данные подтверждаются иссле-
дованием, проведенным на быках [17], где отно-
сительное количество AQP11 было значительно 
(P < 0,05) выше как в нативных, так и заморожен-
но-оттаянных сперматозоидах из бычьих эякулятов 
с высокой устойчивостью к криоконсервации по 
сравнению со сперматозоидами с более низкой кри-
орезистентностью, а также предыдущими исследо-
ваниями, где выявлена достоверная связь между от-
носительным уровнем AQP3 и AQP11 и криотоле-
рантностью сперматозоидов в сперме жеребца [20] 
и хряка [16].

Гены AQP3 и AQP7 требуют дополнительных 
исследований с увеличением выборки быков, по-
скольку транскрипты этих генов имели меньше 
корреляционных связей с показателями качества 
сперматозоидов и транскрипт гена AQP3 имел по-
ложительную связь с содержанием  ертвых клеток, 
несмотря на то что AQP7 и AQP11 имели противо-
положный результат в данной работе, а предыду-
щие исследования зарубежных авторов указывают, 
что основная роль AQP3, AQP7 и AQP11 связана с 
жизнеспособностью, осмоадаптацией и активацией 
подвижности сперматозоидов после эякуляции [13; 
16; 21].

Результаты исследования могут быть использо-
ваны для дальнейшей работы по созданию транс-
крипционных биомаркеров, позволяющих отби-
рать семя от быков-производителей с более вы-
соким оплодотворяющим и криорезистентным 
потенциалом.
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Рис. 2. Различие уровней экспрессии генов – кандидатов нативных и декриоконсервированных сперматозоидов
Fig. 2. Differences in expression levels of candidate genes in native and decryoconserved spermatozoa
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