
Международная научно-практическая конференция 
«Перспективы развития ветеринарного акушерства, гинекологии и биотехники 

репродукции животных»
12-13 октября 2023 г. Москва

Проблемы криоконсервации гамет
Gallus gallus domesticus при сохранении 

биоразнообразия сельскохозяйственных птиц

Зав. лабораторией генетики, разведения и сохранения генетических 
ресурсов сельскохозяйственных птиц ВНИИГРЖ

olgastan@list.ru

ГЗ №121052600357-8 (0445-2021-0012)

mailto:olgastan@list.ru


Криоконсервация – эффективный путь сохранения 
репродуктивных клеток различных видов  
сельскохозяйственных животных, включая птиц.

Метод сохранения in vitro через поддержание в криогенных 
условиях репродуктивных клеток или тканей 
сельскохозяйственных птиц в основном направлен на 
восстановление исчезнувших пород/популяций, на 
поддержание генетического разнообразия в популяциях, 
подверженных генетическому дрейфу.



Криобанки и их вклад в сохранение генетических ресурсов

• предотвращение исчезновения пород из-за экстремального генетического состояния, такого 
как малая численность породы/популяции, высокая частота встречаемости генетических 
дефектов в результате интенсивной селекции и генетического дрейфа

• источник генетически разнообразной и специализированной ДНК. Сохраняемые 
материалы используются для исследований генетического разнообразия, исследований по 
геномным ассоциациям, исследований функции генов и других видов исследований

• генетические банки могут предоставлять образцы от разных поколений, что способствует 
повышению точности геномной селекции (при условии, что информация будет 
каталогизирована с учетом фенотипа и генотипа, проведена геномная паспортизация 
закладываемых образцов)

• преимуществом сохранения генетического разнообразия in vitro в криобанках является 
экономическая составляющая

• деятельность генетического банка должна заключаться не только в получении и сохранении 
резервного биологического материала, но и в активном сотрудничестве с коллекциями в 
живом разведении для расширения генетического разнообразия при сохранении ex situ in
vivo.
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Методы сохранения репродуктивного материала 
сельскохозяйственных птиц in vitro

• Криоконсервация семени
(Целютин, Тур, 2013; Thélie et al., 2019)

• Криоконсервация первичных половых клеток (PGC)
(Brzezińska et al, 2011)

• Криоконсервация гонад неонатальных цыплят для последующей 
аллотрансплантации цыплятам-реципиентам

(Liu et al., 2012; Liptoi et al, 2020)

• Лиофильная сушка семени

• Интраовариальная криоконсервация эмбриональных гамет

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Brzezi%C5%84ska+J&cauthor_id=21614959


Криоконсервация семени птиц – плюсы:

• Менее затратный способ сохранения генетического разнообразия по 
сравнению с методом сохранения in vivo

• Разработаны многочисленные технологии замораживания семени (в 
гранулах, в пайетах, на фторопластовой пластине,  в тонком слое) и 
оттаивания (в водяной бане, на металлической пластине), включая 
«медленные» и «быстрые протоколы»

• Практически единственный на сегодняшний день «работающий» метод 
сохранения генофонда in vitro.



Существующие на сегодняшний день методы сохранения только репродуктивных клеток самцов птиц 
(спермиев) позволяют восстанавливать исчезающие породы/популяции только за счет поглотительного скрещивания; происходит потеря 
материнской наследственности, включая митохондриальный геном (Fulton, 2006). Проблема усугубляется и по причине того, что 
гетерогаметным полом у птиц является женский.

Процесс криоконсервации запускает не только процессы повреждения мембран на, но и химикофизические процессы - изменение 
структуры белков сперматозоидов, липидов и сахаров бислоев мембран, что приводит к сублетальному замерзанию и запуску процессов 
криокапацитации, образованию активных форм кислорода и (Pini et al., 2018), что выражается в снижении  подвижности спермиев и 
различных морфологических нарушениях. Сперматозоиды птиц особенно чувствительны, поскольку имеют значительно меньший, по 
сравнению со сперматозоидами млекопитающих, объем цитоплазмы и высокое содержание полиненасыщенных жирных кислот в составе 
мембранных липидов.

Генетическое разнообразие сохраняемого материала снижается на различных стадиях постсингамии по причине выбытия особей с 
пониженной криорезистентностью репродуктивных клеток. 

Использование криоконсервированного семени от смешанных эякулятов из криобанков может приводить к увеличению степени 
инбридинга в популяции. поскольку генетический вклад каждого самца неодинаков в связи с эффектом избирательности оплодотворения 
(Pleshanov et al., 2018, 2019). 

Значительная межпородная и индивидуальная изменчивость криоустойчивости сперматозоидов; коэффициент вариации (Cv) может 
достигать 23–25 % (Pleshanov et al., 2018; Stanishevskaya, Pleshanov, 2018). 

При использовании замороженооттаянных сперматозоидов снижается не только показатель их фертильности, но и жизнеспособность 
эмбрионов. 

Одной из основных причин ранней эмбриональной смертности является повреждение ДНК, вызвавшее функциональные повреждения 
ядерных структур сперматозоида (Watson, 2000; Liptói, Hidas, 2006).

Проблемы криоконсервации семени сельскохозяйственных птиц:



Рисунок . Демонстрация восстановления популяции с
помощью криоконсервированной спермы*

Рисунок . Стандартный план
обратного скрещивания для
восстановления породы*

* ftp://ftp.fao.org/docrep/fao/010/a1404e/a1404e00.pdf



Эпигенетические изменения в сперматозоидах

• Обнаружен механизм эпигенетического влияния стресса самцов на сперматозоиды и развитие эмбриона.
В ответ на хронический стресс во внеклеточных везикулах эпителиальных клеток придатка яичка изменялся
состав микроРНК и белков, эти структуры в свою очередь влияли на микро-РНК сперматозоидов. Такое
воздействие развивалось в течение продолжительного периода после стресса и влияло на развитие нервной
системы и реакцию на стресс у потомства (Jennifer Chan et al. / Nature Communications, 2020).

• Эпигенетические изменения в процессе замораживания/оттаивания семени включают метилирование ДНК и
модификации гистонов в сперматозоидах, которые могут изменить функциональное состояние хроматина и
привести к активации или подавлению экспрессии генов.

• Установлено, что клеточные эпигенетические модификации являются основными причинами, лежащими в
основе снижения подвижности и фертильности сперматозоидов петухов в процессе
замораживания/оттаивания. Экспериментально доказано, что состав криопротекторной среды может не
оказывать влияния на процесс метилирования ДНК сперматозоида, но при этом приводить к значительному
изменению степени ацетилирования гистона H3K9 и метилирования H3K4 (Masoumeh Salehi et al, 2020; Beck D.
et al, 2021).

• Доказано трансгенеративное наследование эпигенетического кода (M. Bednarczyk,A. et al. 2021).

Необходимо изучение влияния протоколов замораживания/оттаивания  
семени птиц на трансгенеративное эпигенетическое наследование 
репродуктивных признаков.



Пути решения проблемы повышения фертильности заморожено/оттаянного 
семени :
Необходимо глубокое изучение физиолого-биохимических процессов, протекающих в семени 
при его замораживании/оттаивании, роли различных веществ в сохранении функциональной 
полноценности сперматозоидов (липидные фракции мембран - гликолипиды, фосфолипиды, 
стерины; холестерин и соотношение холестерин/фосфолипиды; аминокислотный профиль 
семеной плазмы; содержание микроэлементов и др.).

Понимание взаимосвязи между морфологическими характеристиками сперматозоидов и 
структурно-функциональными и эпигенетическими особенностями их генома.

Разработка принципиально новых сред для замораживания семени с использованием 
комбинаций проникающих и непроникающих криопротекторов эндо- и экзоцеллюлярного
действия, в том числе сахаридов, антифризных гликопротеинов (АФГП) и антифриз
ных протеинов (АФП) природного происхождения, обнаруженных в крови и тканях 
пойкилотермных организмов, живущих в морозных средах (насекомые, морские рыбы). 

Разработка новых режимов замораживания/оттаивания семени с учетом  видовых, породных и 
индивидуальных биологических особенностей семени.



Исследования ВНИИГРЖ в области сохранения генетических 
ресурсов сельскохозяйственных птиц методами in vitro

Под руководством доктора с.-х. наук, профессора А. Д. Курбатова в 70-е годы XX века 
начаты исследования по разработке принципиально новых способов криоконсервации
спермы самцов птиц, позволяющих сохранять генофонд исчезающих пород и видов, 
использовать заморожено-оттаянную сперму самцов с высокой племенной ценностью и 
при этом сохранять её высокую оплодотворяющую способность.
Основные разработки:
- Т.Г. Мавродина «Способы замораживания и использования спермы гусаков для 
искусственного осеменения», а.с. № 965429, 1982 г.
- Б.И. Иванов, И.И. Попов, Б.К. Тур, Г.Б. Розановский «Способ обработки спермы», а.с. № 

1119689, 1984 г.
- Б.И. Иванов, А.Д. Курбатов, И.И.Попов «Способ замораживания спермы птиц», а.с. № 

1136806, 1985 г.
- Л.Е. Нарубина «Разработка способов длительного хранения спермы петухов и их 
использование при воспроизводстве птицы», дисс. на соискание уч. степ. докт. с.-х. наук, 
1988 г.
- К.В.Целютин, Б.К.Тур, Л.Е. Нарубина ,Т.Г. Мавродина книга «Теория и практика 
криоконсервации спермы сельскохозяйственной птицы (петухи, индюки, гусаки, селезни)», 
2009 г.



Исследования ВНИИГРЖ в области сохранения генетических 
ресурсов сельскохозяйственных птиц методами in vitro

Впервые разработаны практические рекомендации:
 замораживание спермы во флаконах с использованием разработанного сотрудниками
лаборатории криостата (а.с. № 656621, 1978; а.с. № 994874, 1980 г.);
 замораживание индивидуальных эякулятов или большого количества смешанной
спермы способом прямого накапывания в жидкий азот в виде мелких гранул (а.с. № 1343587, 1987
г.; а.с. № 1515443, 1989 г.);
 криоконсервация спермы кур яичного и мясного направления продуктивности с использованием
разбавителя ЛКС -1 (а.с. № 1130339, 1984 г.);
 использование разбавителя «Ю» для спермы селезней (а.с. № 1298974, 1986 г.).
 1998 году эффективность использования разработанных в лаборатории способов
 криоконсервации спермы птиц была подтверждена во Франции совместными исследованиями
сотрудников ВНИИГРЖ (канд. биол. наук К.В. Целютин) и института INRA (Франция). Сравнительные
испытания способов криоконсервации спермы птиц, разработанных российскими и французскими
учёными, показали, что способ криоконсервации спермы петухов в гранулах с
криопротектором деметилацетомидом, разработанный во ВНИИГРЖ, обеспечивает
оплодотворенность яиц после осеменения кур деконсервированной спермой на уровне от 84,7 до
92,7 %; а использование деконсервированой спермы, замороженной по методике французских
исследователей – только 53,7 - 63,9 % (Poultry Science, 1999).



Во ВНИИГРЖ в 70-х годах XX века основана и до настоящего времени
поддерживается «Генетическая коллекция редких и исчезающих пород кур»,
включающая на сегодняшний день 32 породы и популяции отечественного и
иностранного происхождения мясо-яичного, яично-мясного, яичного,
спортивного, декоративного направления использования. На базе коллекции
организован одноименный ЦКП.

https://ckp-rf.ru/ckp/453679/



Впервые создан и пополняется каталогизированный криобанк
семени петухов генофондных пород ВНИИГРЖ

(электронный каталог включает 39 пород и популяций, 14,5 тыс. доз семени)



Сотрудники отдела генетики, разведения и сохранения генетических ресурсов с.-х. птиц ВНИИГРЖ
продолжают исследования по криоконсервации семени птиц в следующих направлениях:

 разработка методов оценки и отбора самцов по криоустойчивости их семени с целью создания
криобанка; исследования по генетической обусловленности криоустойчивости семени;

 создание новых составов сред для криоконсервации семени самцов с.-х. птиц, обеспечивающих
высокий уровень сохранности мембран сперматозоидов и их органоидов, хроматина, кинетического
аппарата и, как следствие, фертильности;

 совершенствование биотехнологии криоконсервации индивидуальных эякулятов с целью
получения высокой оплодотворенности яиц для сохранению генофонда самцов с.-х. птиц;

 совершенствование методов оценки функциональной полноценности сперматозоидов in vitro;

 разработка методов сублимационной сушки семени птиц для сохранения генофонда в виде «сухого
биобанка»;

 создание криобанка семени с.-х. птиц 40 пород и популяций

Исследования ВНИИГРЖ в области сохранения генетических 
ресурсов сельскохозяйственных птиц методами in vitro в 

настоящее время 
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Разработка и использование программных продуктов по 
оценке качественных показателей сельскохозяйственных птиц 

CASA Argus Soft – Poultry (модуль - подвижность)

В разработке модули: морфология и фрагментация ДНК



Оплодотворенное яйцо – эмбрион (стадия 4-5 по Hamburger&Hamilton, 1951),
полученное при использовании регидратированного семени при искусственном
осеменении виргинных кур (n=9)

Микроскопический препарат вителлиновой мембраны желтка
яиц после взаимодействия со сперматозоидами
регидратированного семени (точки взаимодействия)

Впервые разработан протокол первичной лиофильной сушки семени 
петухов, обеспечивающий сохранность морфологии сперматозоидов и 
их фертильность (с использованием лиофильной сушилки TFD-8501, 
ilShinbiobase Co., Ltd, Корея) и его регидратации.

Практические результаты от использования протокола лиофилизации 
семени петухов. Определение функциональной полноценности 
регидратированного семени петухов in vivo

все без исключения образцы (n=8) имели точки взаимодействия
сперматозоидов с вителлиновой мембраной желтка яиц,
количество точек взаимодействия составляло от 7 до 37 шт./см2







Коллектив лаборатории генетики, разведения и сохранения 
генетических ресурсов сельскохозяйственных птиц
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