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Актуальність. 

Основою раціонального природо-
користування та збереження біоріз-
номаніття, у тому числі й осетрових 
видів риб, є використання біотехно-

логічних підходів [10]. Серед них до-
сить перспективним напрямом є крі-
оконсервування статевих продуктів 
самців із наступним їх розморожу-
ванням та використанням для отри-
мання потомства, або ж для збері-
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Анотація. У ситуації, в якій на даному етапі знаходяться осетрові, логічно, 
що без застосування раціональних підходів та біотехнологічних прийомів буде 
неможливо подолати проблеми, що виникли щодо питання збереження їх 
біорізноманіття. Одним із перспективних напрямів вирішення цієї проблеми є 
кріоконсервування статевих продуктів самців. Проте, не дивлячись на значну 
кількість досліджень та результатів щодо даного напряму, низка питань 
залишається повністю не вирішеними. У тому числі потребує удосконалення склад 
кріозахисного розчину, що застосовується для розведення та заморожування 
сперми. Саме тому, дослідження, висвітлені в даній роботі, були спрямовані на 
пошук способів оптимізації процесу кріоконсервування сперми осетрових (на 
прикладі стерляді) з метою підвищення показників якості розмороженої сперми 
та рибницько-біологічних результатів запліднення ікри. У процесі дослідження 
вдалося встановити позитивні результати введення до компонентного складу 
кріорозчину нових речовин, а також оптимізувати спосіб заморожування сперми, 
що в сукупності дозволило покращити досліджувані показники. Отримані 
результати можуть бути перспективними для використання в осетрівництві, 
а також для створення резерву статевих продуктів рідкісних та зникаючих 
видів риб у кріобанках.
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гання заморожених зразків у банках 
сперми як резерву для відновлення 
чисельності [2, 5]. 

Саме тому, більшість досліджень, 
описаних у літературі [1, 4, 6, 8], 
спрямовані на оптимізацію складу 
кріозахисного розчину, пошук нових 
сполук, які здатні захистити струк-
туру сперматозоїда від пошкоджень 
у процесі заморожування-розморо-
жування, а також на відновлення 
рухливості сперматозоїдів після роз-
морожування та оцінку їх заплідню-
вальної здатності.

Аналіз останніх досліджень  
та публікацій. 

На сьогодні заморожування та дов-
готривале зберігання статевих продук-
тів самців стало невід’ємним етапом бі-
отехнології відтворення промислових 
та зникаючих видів риб. Достатньо від-
працьовані та успішно застосовуються 
технології кріоконсервування близько 
200 видів риб [7]. Що стосується ро-
біт зі спермою осетрових видів, то не 
дивлячись на великий обсяг дослідів, 
досі не вдалося отримати результати 
збереження якості розмороженої спер-
ми на рівні з нативною. Це викликано 
низкою специфічних особливостей 
сперматозоїдів осетрових, що вимагає 
розробки видоспецифічних технологій 
заморожування із врахуванням низки 
факторів [4, 11,12]. 

На сьогодні відомо та апробовано 
на різних біологічних об’єктах біль-
ше 100 різноманітних речовин, що 
мають кріозахисні властивості. Од-
нак, детально вивчена біологічна дія 
та кріопротекторні властивості лише 
кількох десятків із них, переважно 
тих, які широко використовуються у 
практиці низькотемпературного за-
морожування.

Більш детального вивчення по-
требує питання відновлення спер-
матозоїдами життєдіяльності після 
розморожування та збереження їх 
запліднюючої здатності як важливої 
характеристики якості процесу кріо-
консервування. Наведена в літературі 
інформація [9] містить відомості, що 
потребують додаткового вивчення та 
ґрунтовного аналізу.

Мета дослідження полягала в удо-
сконаленні способу заморожуван-
ня сперми осетрових видів риб (на 
прикладі стерляді) шляхом оптимі-
зації складу кріозахисного розчину 
із використанням нових та стандарт-
них складових компонентів, а також 
оцінка запліднюючої здатності спер-
матозоїдів після розморожування за 
показниками запліднення ікри спер-
мою та кількості ембріонів, що роз-
виваються.

Матеріали та методи 
дослідження. 

Роботи з кріоконсервування ста-
тевих продуктів самців стерляді про-
водили відповідно до рекомендацій 
Є.Ф. Копєйки та інших кріобіологів 
[3, 11]. Пошук оптимального складу 
кріозахисного середовища прово-
дили шляхом перевірки впливу різ-
них речовин та їх концентрацій на 
якість сперми після розморожуван-
ня. Заморожування статевих продук-
тів стерляді проводили у пробірках 
типу «Eppendorf» по 1,5 та 0,5 мл та 
у гранулах по 0,1 мл. Для розведен-
ня сперми використовували чотири 
кріозахисні розчини (спосіб заморо-
жування): №1 ДМСО – 2,115 М, KCl 
– 13,4 мМ, сахароза – 14,6мМ, гліцин 
– 74,9 мМ (пробірки по 1,5 та 0,5 мл 
та гранули 0,1 мл); №2: метанол – 
3,73 М, KCl – 13,4 мМ, сахароза – 14,6 
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мМ, гліцерин – 20,5 мМ (пробірки 0,5 
мл та гранули 0,1 мл); №3: ДМСО – 
1,057 М, метанол – 1,86 М, KCl – 13,4 
мМ, сахароза – 14,6 мМ, гліцин – 66,6 
мМ (гранули 0,1 мл); №4: метанол – 
3,73 М, KHCO3 – 8,9 мМ, креатин – 
3,8 мМ, сахароза – 14,6 мМ (гранули 
0,1 мл). Додатково оцінку оптиміза-
ції способу заморожування сперми 
стерляді проводили на основі аналізу 
результатів запліднюючої здатності 
розмороженої сперми in vitro за по-
казниками запліднення ікри та кіль-
кості ембріонів, що розвиваються.

Результати дослідження та їх 
обговорення. Проведена перевір-
ка кріопротекторних властивостей 
стандартних середовищ не показала 
задовільних результатів на спермі 
стерляді – заморожування сперми ви-
кликало повну загибель сперматозо-
їдів або ж зберігало активними 5–15 
% із них. Тому, для підвищення ефек-
тивності кріоконсервування статевих 
продуктів стерляді було проведено 
оптимізацію компонентного складу 
кріозахисних середовищ шляхом ви-
користання нових речовин та мані-
пуляцій з їхньою концентрацією. На 
основі проведених досліджень серед 
перевіреної кількості кріорозчинів 
було підібрано чотири, які забезпе-
чували найвищий захист спермато-
зоїдів від пошкоджуючих факторів 
кріоконсервування. 

Так, розведення сперми кріо-
захисним розчином №1 на основі 
ДМСО та заморожування її в про-
бірках об’ємом 1,5 мл викликало 
зниження активності розморожених 
сперматозоїдів до 35–45 % порівняно 
з нативною. У спермі, замороженій 
у поліпропіленових пробірках об’є-
мом 0,5 мл, після розморожування та 
активації ставовою водою здатності 
до руху набувало близько 50–60 % 

сперматозоїдів. Найвищий показник 
активності розморожених сперміїв 
зберігався у зразках, заморожених у 
формі гранул – 75–80 %.

Тенденція до зниження якості роз-
морожених зразків зі збільшенням їх-
нього об’єму була відмічена і за крі-
оконсервування сперми із захисним 
середовищем № 2. Рухова активність 
розморожених сперміїв із гранул збе-
рігалася на рівні 45–55 %, а за заморо-
жування в пробірках 0,5 мл – 25–30 %.

Заморожування сперми, розведе-
ної кріозахисним середовищем № 3 
на основі ДМСО та метанолу не при-
несло очікуваного результату і викли-
кало значне погіршення якості роз-
морожених зразків сперми, знизивши 
її активність до 35–45 %, що на 10–15 
% нижче порівняно з нативною. 

До складу кріорозчину №4 було 
введено креатин у якості осмоліти-
ка, а також проведено заміну KCl 
на КНСО3. У результаті проведених 
маніпуляцій показники виживання 
сперматозоїдів після розморожуван-
ня сперми становили 60–65 %, що 
значно вище, ніж дані, отримані нами 
раніше за використання середовищ 
на основі метанолу.

Перевірка запліднюючої здатності 
кріоконсервованої сперми встанови-
ла прямий вплив на досліджуваний 
показник способу заморожування 
сперми та компонентного складу 
кріозахисного розчину. Так, показ-
ник запліднення ікри розмороженою 
спермою у досліді коливався від 
33,00 ± 0,80 до 65,00 ± 0,49 %.

Як видно з отриманих результатів, 
найнижчі показники запліднення ікри 
відмічалися у тих варіантах, де вико-
ристовувалася сперма, заморожена в 
пробірках. Це може бути свідченням 
недостатнього захисту сперми від по-
шкоджуючих факторів кріоконсерву-
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вання, що і спричинило зниження 
функціональних властивостей сперма-
тозоїдів після розморожування. Най-
менший вплив процесу низькотемпе-
ратурного заморожування на якість 
сперми відмічено у тих варіантах до-
сліду, де для запліднення використову-
валася сперма із гранул (таблиця 1).

Аналогічна картина відмічалася і за 
підрахунку кількості ембріонів, що роз-
виваються. Підрахунок показав, що до-
сліджуваний показник змінювався від 
29,60 ± 0,52 до 55,40 ± 0,38 % в залеж-
ності від складу кріозахисного розчину 
та способу заморожування сперми.

Поряд із цим встановлено невисокі 
показники запліднювальної здатності 
сперми, замороженої із кріозахисним 
розчином №4 (41,00 ± 0,58 %), попри 
доволі високий показник рухової ак-

тивності розморожених сперматозої-
дів (63,75 ± 1,25 %). Крім того, вста-
новлено, що, не дивлячись на вищу 
рухову активність сперматозоїдів у 
розчинах із ДМСО, їхня запліднююча 
здатність після розморожування зни-
жується, а в середовищах на основі 
метанолу – підвищується.

Висновки і перспективи. 

Таким чином, у результаті прове-
дених досліджень із розробки опти-
мального способу заморожування 
сперми осетрових видів риб вдалося 
отримати позитивні результати щодо 
оптимізації складу кріозахисного роз-
чину, що використовувався для роз-
ведення сперми стерляді. Зменшення 
негативного впливу на сперматозо-

Ембріональний розвиток стерляді, заплідненої кріоконсервованою та 
нативною спермою in vitro (M ± m, n = 3)

Спосіб кон-
сервування

Активність 
розмороже-
них сперма-
тозоїдів, %

№ ♀ Запліднення
ікри, %

Кількість 
ембріонів, що 
розвиваються, 

%

Відхід емб-
ріонів, %

Кріозахисне середовище №1
пробірки 1,5 мл 40,00 ± 2,04 20 37,00 ± 1,15*** 31,10 ± 0,75*** 5,90 ± 1,01

18 38,30 ± 0,12*** 29,60 ± 0,52*** 8,70 ± 0,40
пробірки 0,5 мл 56,25 ± 2,39 20 45,0 ± 00,66*** 41,90 ± 0,69*** 3,10 ± 0,26
гранули 0,1 мл 77,50 ± 1,44 55,00 ± 0,66*** 50,70 ± 0,61*** 4,30 ± 0,20
контроль 20 85,00 ± 0,12 75,80 ± 0,38 9,20 ± 0,26

18 79,40 ± 0,44 69,10 ± 0,61 10,30 ± 0,17
Кріозахисне середовище №2

пробірки 0,5 мл 27,50 ± 1,44 10 33,00 ± 0,80*** 28,10 ± 0,55*** 4,90 ± 0,51
гранули 0,1 мл 50,00 ± 2,04 65,00 ± 0,49*** 55,40 ± 0,38*** 9,60 ± 0,87
контроль 83,50 ± 1,18 74,50 ± 0,70 9,10 ± 1,63

Кріозахисне середовище №3
гранули 0,1 мл 41,25 ± 2,39 20 55,00 ± 1,15*** 50,80 ± 0,49*** 4,20 ± 0,95
контроль 85,00 ± 0,12 75,80 ± 0,38 9,20 ± 0,26
Кріозахисне середовище №4
гранули 0,1 мл 63,75 ± 1,25 14 41,00 ± 0,58*** 32,90 ± 0,86*** 8,10 ± 0,95
контроль 80,70 ± 0,35 73,70 ± 0,55 7,00 ± 0,51

Примітка: різниця достовірна відносно контролю: * р ≤ 0,05, ** р ≤ 0,01, *** р ≤ 0,001
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їди екстремальних факторів кріокон-
сервування досягнуто шляхом введен-
ня нових складових до кріорозчину та 
зменшення об’єму заморожуваного 
зразка до гранул 0,1 мл. Отриманий 
результат визначає перспективність 
подальших досліджень.
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Abstract. A significant decrease in the number and genetic diversity of sturgeons is taking place at 

the current stage. It is not possible to solve the problems concerning the preservation of their biodiversity 
without the usage of rational approaches and biotech techniques. One of the promising directions for 
solving this problem is a sperm cryoconservation. However, despite the significant number of studies in 
this direction, some research issues still remain completely unresolved. For example, the composition 
of cryoprotective solution used for sperm freezing need to be optimized. The studies, highlighted in this 
paper, were aimed at finding the ways to optimize the process of sturgeon (namely sterlet) sperm cryo-
conservation in order to increase the quality of defrosted product and fish-biological results of the fish 
egg fertilization. The conducted research allowed us to establish the positive results of introduction of 
a new substances into the cryoprotective solution. The method of the sterlet sperm freezing was also 
optimized, allowing to improve the investigated parameters. Obtained results can be promising in stur-
geon aquaculture, as well as for the sperm and fish egg deposition of rare and endangered fish species 
in cryobanks.

Keywords: cryoconservation, sterlet, sexual products, cryoprotective solution, sperm, methanol, 
creatine.


