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Особенности строения репродуктивных клеток самцов 
сельскохозяйственных птиц

Рисунок 5. SEM of a normal emu sperm illustrating the chief structural components, namely the head composed of the
acrosome (A) and nucleus (N), the midpiece (Mp), principal piece (Pp) and endpiece (Ep). Bar 10 m. Inset (a). Section
through the acrosome (A) covering the tapered tip of the nucleus (N). TEM. Bar 1 m. Inset (b). The conical acrosome (A) 
reveals a smooth surface and a discrete junction (¡) with the nucleus (N). SEM. Bar 1 m. Inset (c). SEM of the midpiece
(Mp) illustrating the mitochondrial sheath, nucleus (N) and principal piece (Pp). Bar 1 m. Inset (d). TEM of the midpiece
showing the mitochondrial sheath arranged around the proximal ( ) and distal ( ) centrioles. The distal centriole runs the
full length of the midpiece. Bar 1 m. (Du Plessis, L., & Soley, J. T., 2011)



Рисунок 6. A series of scanning electron micrographs illustrating various forms of head bending including (a) a
gentle bend, (b) a 90° bend, (c) kinking or twisting of the head near the base and (d) a looped head bend. Note
how the attached cytoplasmic droplet (← ) in (a) and (b) determines the direction of the head bend. The
plasmalemma appears to enclose the bent portion of the head in the looped form of the defect seen in (d). Bar
1 m (Du Plessis, L., & Soley, J. T., 2011)

Особенности строения репродуктивных клеток самцов 
сельскохозяйственных птиц



Рисунок 7. Disjointed sperm. (a) SEM. Note the parallel
positioning of the base of the head (→) and the completely
reflected midpiece (→). The head base and midpiece appear to
be attached by the plasmalemma. Acrosome (A), principal
piece (Pp). Bar 1 m. (b) TEM of a presumptive disjointed sperm
with similar parallel positioning of the base of the head (N) and
the midp (Du Plessis, L., & Soley, J. T., 2011)
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ОЦЕНКА СЕМЕНИ ДЛЯ ИСКУССТВЕННОГО 
ОСЕМЕНЕНИЯ

Макроскопическая оценка эякулята
• Объем эякулята – прямой метод измерения с помощью градуированной пипетки. Минимальное

принимаемое значение для объема эякулята петуха 0,1 мл и выше.

• Цвет эякулята – прозрачность эякулята показывает низкое количество клеток в семени, допустимый

показатель цвета от молочного до молочно-сливочного оттенка. Следует избегать посторонних

включений: крови, мочевых солей, помета и других.

• pH эякулята определятся с помощью тест полосок (при малых объемах семени) или pH-метра.

Нормальным показателем pH для семени петуха является нейтральная реакция pH=7,0.

Незначительные отклонение в стороны кислотности замедляет движение, при слабощелочной

реакции скорость движения возрастает и снижается функциональная полноценность.



• Оценка наличия агглютинации сперматозоидов Прикрепление подвижных

сперматозоидов друг к другу головка-головка, жгутик-жгутик или головка-жгутик считается

агглютинацией сперматозоидов. Степень агглютинации оценивается по количеству

склеенных сперматозоидов. Наличие агглютинации указывает на снижение количества

активных сперматозоидов, что является показанием к пересчёту дозы осеменения при

использовании семени в искусственном осеменении.

Первоначальная микроскопическая 
оценка 

• Оценка общей подвижности. Оценку подвижности сперматозоидов в эякуляте

следует проводить сразу после разведения спермы подходящей средой в

соотношении 1:1. Определение подвижности осуществляется немедленно после

приготовления влажного препарата и остановки «течения» препарата.

Исследование подвижности проводят в полях зрения, удаленных от края препарата



Определение подвижности сперматозоидов

Критерии подвижности сперматозоидов:

Оценка подвижности сперматозоидов проводится по критериям:

 подвижные с прогрессивным движением PR progressive motility (двигающиеся линейно или по

кругу с большим радиусом);

 подвижные с непрогрессивным движением NP non-progressive motility (все другие виды движения

с отсутствием прогрессии)

 неподвижные сперматозоиды IM immotility (отсутствие движения).

Использование компьютерного анализа спермы CASA (Computer Aided Sperm Analysis) существенно

повышает эффективность оценки, сокращает затраты времени, устраняет влияние «человеческого

фактора».

Применение компьютерных технологий
позволяет накапливать и сопоставлять
информацию без ограничения



Классификация методов оценки семени 
петухов
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Определение жизнеспособности сперматозоидов

Определение целостности акросомы

Определение митохондриальной функции



Определение жизнеспособности сперматозоидов

Для оценки жизнеспособности может применяться ряд известных
методов, из которых наиболее распространенными являются тесты,
основанные на определении целостности мембран при окрашивании
сперматозоидов эозин-нигрозином (L.BjoÈrndahl, 2003) или с помощью
метода гипоосмотического набухания.

• Жизнеспособность сперматозоидов отражает количество (%) интактных спермиев с
неповрежденными мембранами. Этот показатель определяется по способности
мембраны клетки исключать введение витального красителя (эозин-негрозинового) в
спермий и проникновение в его ядро. При механическом повреждении или
разрушении, желтый эозин способен окрашивать сперматозоид. Если мембрана
является интактной, краситель не обеспечивает окрашивания.

1



Определение жизнеспособности сперматозоидов

Тест на гипоосмотическое набухание (HOS) направлен на оценку функциональной
целостности плазменной мембраны по ее способности сохранять равновесное состояние
между клеткой сперматозоида и окружающей средой. В основе теста лежит принцип,
заключающийся в том, что при гипоосмотическом стрессе возникает приток жидкости,
приводящий к скручиванию в спираль и раздувания или набухания хвоста нормального
сперматозоида.
У мертвого сперматозоида наблюдается неконтролируемое разбухание до степени
разрыва мембраны, приводящее к выпрямлению хвоста.

1. Набухшие сперматозоиды идентифицируют

по изменению формы клетки, по

скручиванию жгутика.

2. 2. Живые клетки различают по признакам

набухания жгутика сперматозоида;

подсчитывают все формы набухания жгутика

как живые сперматозоиды.

1



ОКРАШИВАНИЕ TOLUIDINE BLUE

• Для проведения окрашивания заморожено/оттаянное семя размораживали при температуре 60°C, разводили в
соотношении 1:100. Протокол Toluidine Blue (ТВ) выполняли, как описано Kim et al. (2013). Мазки сушили на воздухе,
фиксировали свежеприготовленным 96% этанолом-ацетоном (1: 1) при 4 ° C в течение 30 минут и снова сушили на
воздухе при комнатной температуре в течение 30 минут. После этого проводили гидролиз 0,1 н. HCl при 4°C в течение 5
минут и трижды промывали дистиллированной водой (по 2 минуты каждый раз). Окрашивание 0,05% ТБ применяли в
течение 20 мин при комнатной температуре. Окрашивающий буфер состоял из 50% цитрат-фосфатного буфера
Макилвейна (pH 3,5).

• Предметные стекла кратковременно промывали дистиллированной водой и слегка промокали фильтровальной бумагой.
Всего было подсчитано 200 сперматозоидов с использованием фазово-контрастного оптического микроскопа (Motic
BA410E, China, 2019, negative contrast) увеличение х40. Сперматозоиды с хорошей целостностью хроматина окрашены в
голубой цвет, сперматозоиды с повреждением - в темно-синий.

2
ОЦЕНКА ЦЕЛОСТНОСТИ ДНК

Рисунок 1. Оценка целостности

хроматина сперматозоидов.

Средний показатель целостности

хроматина по результатам

окрашивания Toluidine blue

составил 28,8±2,6% поврежденных

клеток со следующими лимитами

17,8% и 40,5%.



ОКРАШИВАНИЕ ACRIDINE ORANGE
• При использовании проточного цитометра 375 000 клеток разводили в 50 мкл буфера TNE (10 мМ трис-HCL, 0,15 М Nacl,1 мМ

динатрия ЭДТА, рН = 7,4) и 100 мкл раствора кислого детергента (0,08 М HCl, 0,15 М NaCl, 0,1% (об./об.) Triton X-100, рН = 1,2). Через
30 с инкубации образцы окрашивали добавлением 300 мкл раствора акридинового оранжевого (6 мкг/мл в 0,1 М лимонной
кислоте, 0,2 М Na2HPO4, 1 мМ ЭДТА, 0,15 М NaCl, рН = 6,0), а через 3–5 мин инкубации при 37 ◦С.

• Зеленый цвет указывает на присутствие двухцепочечной ДНК, а красный — на присутствие одноцепочечной ДНК, поэтому при
обнаружении зеленого цвета считали денатурацию структуры хроматина.

2 Оценка целостности ДНК

Рисунок 2. Оценка целостности

хроматина заморожено/оттаянных

сперматозоидов.



ОКРАШИВАНИЕ ROSE BENGAL / COOMASSIE BRILLIANT BLUE

Раствор для однократного окрашивания, содержащего 1 % (вес/объем) бенгальской розы, 1 % (вес/объем) быстрого зеленого FCF и 40
% этанола в цитратно-фосфатном буфере McIlvaine (FG-RB; Поуп и др., 1991). Окрашивающий раствор (5 мкл) добавляли к 5 мкл
разбавленной спермы (10 × 106 сперматозоидов/мл) на предварительно нагретом предметном стекле (37 °С) и через 70 с этой смесью
смазывали другое предметное стекло. Затем мазки высушивали на воздухе и исследовали не менее 100 сперматозоидов с помощью
светлопольной микроскопии (1000-кратное увеличение). Интактные акросомы окрашивались в пурпурно-синий цвет и имели
коническую форму, в то время как отсутствующие или прореагировавшие акросомы выглядели как тупые и бесцветные края (подобно
сбрасыванию акросомного колпачка, ранее описанномуAhammad et al. (2013).

ОКРАШИВАНИЕ GREEN STAINING (FG-RB)

Агглютинин Pisum sativum, конъюгированный с флуоресцеин-изотиоцианатом (FITC-PSA), использовали в качестве теста для
подтверждения результатов FG-RB в соответствии с протоколом, описанным Hamilton et al. (2016). Вкратце, аликвоту 15 мкл
разбавленной спермы (примерно 200 000 сперматозоидов) инкубировали с 12,5 мкл FITC-PSA (100 мкг/мл) и 0,5 мкл JC-1 (153 мкМ в
ДМСО) в течение 5 мин при 37 °C. . Аликвоту (10 мкл) этой смеси наносили на предметное стекло, накрывали покровным стеклом и
немедленно оценивали с помощью эпифлуоресцентной микроскопии (микроскоп Olympus BX-60 с комбинацией фильтров
возбуждения и эмиссии при 488/650 нм, оснащенный Zeiss AxioCam HRc). Затем акросомный статус 100 сперматозоидов (с
использованием JC-1 в качестве контрастного красителя) был охарактеризован как интактный или прореагировавший (яркая
флуоресценция или отсутствие флуоресценции соответственно) при 1000-кратном увеличении.

3 Определение целостности акросомы



Определение целостности акросомы3

Рисунок 3. ROSE BENGAL/ COOMASSIE для
определения целостности акросомы; (A) Интактные
акросомы окрашиваются в пурпурно-синий цвет и
имеют коническую форму, а (B) отсутствующие или
прореагировавшие акросомы имеют тупые и
бесцветные края



ОКРАШИВАНИЕ 3′3 DIAMINOBENZIDINE (DAB)

• Митохондриальную активность сперматозоидов анализировали с использованием анализа 3'3-
диаминобензидина (DAB). Вкратце, сперму разводили (1:1) в растворе DAB с концентрацией 1 мг/мл в PBS и
инкубировали на водяной бане при 37 °C в течение 1 часа в темноте. Затем готовили мазки (10 мкл) на
предметных стеклах микроскопа и сушили на воздухе. Предметные стекла фиксировали в 10%
формальдегиде в течение 10 мин, промывали и снова сушили на воздухе. С помощью фазово-контрастного
оптического микроскопа (увеличение в 1000 раз) было подсчитано не менее 100 сперматозоидов, и клетки
были классифицированы по четырем категориям: все митохондрии активны (окрашено 100% средней части
— DAB I), большинство митохондрий активно (более Было окрашено 50% средней части - DAB II),
большинство митохондрий неактивны (окрашено менее 50% средней части - DAB III) и все митохондрии
неактивны (отсутствие окрашивания средней части - DAB IV).

ОКРАШИВАНИЕ JC-1

• Для выявления изменений митохондриального мембранного потенциала сперматозоидов (ММР) аликвоту
разбавленной спермы (приблизительно 200 000 сперматозоидов) окрашивали 0,5 мкл JC-1 (153 мкМ в
ДМСО) в течение 5 мин при 37 °C. Затем аликвоту 10 мкл этой смеси наносили на предметное стекло,
накрывали покровным стеклом и немедленно оценивали с помощью эпифлуоресцентной микроскопии.
Затем сперматозоиды (n = 200) на предметном стекле были классифицированы как имеющие более
высокую и меньшую ММР (красно-оранжевая и зеленая флуоресценция соответственно) при 1000-кратном
увеличении.

4 Определение митохондриальной функции



Рисунок 4. 

3'3-диаминобензидина (DAB) при оценке функции митохондрий 
в сперматозоидах петуха. (A) Регрессионный анализ высокой 
митохондриальной функции в сперматозоидах петуха, 
обнаруженной с помощью DAB (R2 = 0,98; P <0,0001; y = 0,1397 + 
138 x - 0,0044 × 2) и флуоресцентного окрашивания 
карбоцианином (JC 1–R2 = 0,98; P < 0,0001; y = 0,0727 + 1,3125x + 
0,0032 × 2). Коэффициент внутриклассовой корреляции (ICC) 
между DAB и JC-1 составил 0,97 (P <0,0001). (B) 
Микрофотографии митохондриальной активности 
сперматозоидов петуха, оцененной с помощью DAB, где DAB I, II, 
III и IV обозначают сперматозоиды со 100%, более 50%, менее 
50% и 0% активных митохондрий соответственно. (C) 
Микрофотографии потенциала митохондриальной мембраны 
сперматозоидов (MMP) в сперматозоидах петуха, оцененного JC 
1, где высокий и низкий MMP характеризуются красно-
оранжевой (стрелки) и зеленой (стрелки) флуоресценцией 
соответственно. Увеличение 1000×.

4 Определение митохондриальной функции



МЕТОДЫ СОХРАНЕНИЯ 
СПЕРМАТОЗОИДОВ ПТИЦ

• Криоконсервация (сохранение генофонда in vitro, внедрение 
протоколов криоконсервации в племенные промышленные 
программы и т.п.)

• Лиофилизация (сухое хранение) - cублимационная сушка 
разрабатывается в качестве альтернативной технологии для 
сохранения генных ресурсов, чтобы обеспечить простое 
сохранение и транспортировку спермы при температуре 4 °C.



МЕТОДЫ СОХРАНЕНИЯ СПЕРМАТОЗОИДОВ ПТИЦ
ЛИОФИЛИЗАЦИЯ
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Рисунок 9. Dynamics of barothermal

parameters for 2 h of freeze-drying rooster

semen.

Рисунок 10. Freeze-dried sample of rooster

semen after 2 h of drying. A - a sample of

lyophilized semen; B - assessment of

membrane integrity of the lyophilized

spermatozoa (eosin-nigrosine); C -

assessment of the chromatin integrity of the

lyophilized spermatozoa (acridine orange).

Рисунок 8. Лиофильная

сушилка лабораторная TFD-

8501, ilShinbiobase Co.Ltd,

Корея
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Рисунок 10. Evaluation of the results of an

experimental protocol for lyophilization of rooster

semen in vivo: A - fertilized egg obtained using

rehydrated semen; B - points of interaction of

rehydrated spermatozoa with perivitelline

membrane of egg yolk after artificial insemination

of virgin hens.
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