ЛЕКЦИЯ 
ФИЗИОЛОГИЯ И БИОХИМИЯ СПЕРМЫ. 
КРИОКОНСЕРВИРОВАНИЕ СПЕРМЫ И ЭМБРИОНОВ

Вопросы:

1. Характеристика спермы.

2. Разбавление и хранение спермы.

3. Общие принципы криоконсервирования

4. Криоконсервирование спермы разных видов животных

5. Криоконсервирование и трансплантация эмбрионов

Литература:

1. Ветеринарное акушерство, гинекология и биотехника размножения / А.П. Студенцов и др.,  под ред. В.Я. Никитина и М.Г. Миролюбова – 7-е изд., перераб. и дополн. – М.:Колос, 1999. – 495 с.: ил.

2. Полянцев Н.И. Воспроизводство в промышленном животноводстве. М.: Агропромиздат, 1990 – 260 с.: ил.

3. Эрнст Л.К. Трансплантация эмбрионов сельскохозяйственных животных. / Эрнст Л.К., Сергеев Н.И. – М:Агропромиздат, 1989.

– 1 –

Сперма – семенная жидкость, состоит из жидкой части – плазмы, вырабатываемой придаточными половыми железами,  и мужских половых клеток – спермиев, образующихся в семенниках.

По химическому составу сперма относится к наиболее сложным жидкостям организма. 90-98% ее массы составляет вода, 2-10% - сухое вещество, в котором содержится около 60% белка.

В состав спермы входят сложные органические соединения: лакцидоген, фосфаген, холестерин, мочевина, соли лимонной кислоты, витамины А, В1, В2, С, и другие, ферменты гиалуронидаза, пероксидаза, каталаза, амилаза, липаза.

Важное место в химическом составе спермы занимают углеводы, особенно фруктоза, являющиеся источником энергии для спермиев.

Спермий – высокоспециализированная мужская половая клетка. В строении спермия различают 4 основных части: головка, шейка, тело и хвост. Спермии млекопитающих примерно в 2 раза меньше яйцеклеток по длине, и в 160 тысяч раз меньше их по объему.

Головка спермия – овальной формы, занимает 1/9-1/10 часть его длины. В головке расположено ядро, где сосредоточена наследственная информация. Передняя часть головки имеет так называемый «чехол», под которым находится акросома. Акросома способна к выработке фермента гиалуронидаза, вызывающего распад слоя фолликулярных клеток, покрывающих яйцеклетку, и способствующего проникновению спермия через оболочку яйцеклетки при оплодотворении.

Шейка -  самая короткая часть спермия, длиной около 1 мкм. В шейке спермия заложены проксимальная и дистальная центросомы, образующие клеточный центр. Он формирует осевую нить спермия ,состоящую из 11 отдельных фибрилл.

Тело – цилиндрической формы,  длиной около 10 мкм. Через все тело проходит осевая нить. Зрелые спермии имеют двойное спиральное кольцо, которое обвивается вокруг осевой нити по всему телу в направлении против часовой стрелки. Это кольцо состоит из митохондрий.

Хвост – представляет собой продолжение тела и является органом поступательного движения спермия.

Все нормальные спермии обладают прямолинейным поступательным движением и отрицательным электрическим зарядом, предохраняющим их от агглютинации. Скорость движения спермиев зависит от температуры среды, уровня рН и других условий. Движение спермиев прекращается при температуре ниже +5(С или при рН<4,5. В этих условиях спермии переходят в анабиотическое состояние, что позволяет удлинять срок их хранения вне организма на несколько дней.

Спермии неспособны к синтезу и накоплению запаса органических веществ. Главное их отличие от других клеток организма – способность к активному движению за счет энергии, получаемой в результате дыхания и гликолиза.

В 1911 году отечественный ученый Илья Иванович Иванов установил, что спермии способны усваивать кислород из окружающей среды. Дыхание – это основной биохимический процесс, обеспечивающий спермии необходимой энергией для движения. Под влиянием кислорода воздуха прежде всего окисляются с образованием АТФ простые сахара – фруктоза и глюкоза, более медленно окисляются белки и липиды. Также достаточно легко спермии окисляют сорбит, попадающий в состав спермы в составе секрета пузырьковидных желез.

По типа своего дыхания спермии относятся к факультативным анаэробам, т.е. они способны существовать и двигаться в условиях отсутствия кислорода. В этом случае источником энергии для спермиев являются опять же углеводы плазмы спермы – глюкоза и фруктоза, которые подвергаются гликолизу со стороны спермиев, в результате чего освобождается кислород, которым и происходит окисление углеводов. Во время же хранения спермиев в канальцах семенников гликолиз на происходит, так как углеводы попадают в сперму вместе с секретом пузырьковидных желез, при участии половых гормонов, гормонов гипофиза и поджелудочной железы. При гликолизе углеводов выделяется в 20 раз меньше энергии, чем при дыхании, а так же происходит накопление молочной кислоты, токсичной для спермиев.

Объем спермы, выделяемый однократно самцом во время полового акта называется эякулят. Количество эякулята и концентрация в нем спермиев различны у самцов разных видов животных.

Показатели спермы самцов сельскохозяйственных животных

	Вид животного
	Объем 

эякулята, мл
	Концентрация спермиев, х1012/мл
	Доля спермиев в эякуляте, %
	Обще количество спермиев в эякуляте, х1012

	Бык
	4 (2-10)
	0,8-2,0
	10-14
	2-10

	Жеребец
	100 (40-200)
	0,1-0,8
	2
	15

	Баран
	1 (0,5-2,5)
	2,0-6,0
	29
	8

	Хряк
	300 (150-500)
	0,1-0,4
	2-7
	50
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Существует несколько способов хранения спермиев вне организма в течение более или менее длительного времени. Все  они основаны на физиологической способности спермиев переходить в состояние анабиоза, в котором они находятся во время хранения в семенниках и продвижения по их каналу их придатков. Длительность хранения спермиев определяется качеством их анабиоза, который может быть полным и неполным. При неполном анабиозе обмен веществ в спермиях только ослабляется, и в таком состоянии они могут храниться вне организма в течение 1-3 суток. При полном же анабиозе обмен веществ у спермиев практически прекращается, благодаря чему создается возможность их длительного хранения, сроком в несколько десятков лет при замораживании.

При любом способе хранения эякулят предварительно разбавляется специальными составами, называемыми средами для разбавления.

Цели при разбавлении спермы преследуются следующие:

–увеличение объема эякулята, что имеет важное значение для интенсивного использования ценных производителей;

– перевод спермиев из активного в анабиотическое состояние для увеличения сроков их хранения;

– замена секретов придаточных желез искусственной средой с целью снижения концентрации вредных и токсичных для спермиев веществ и пополнения запаса углеводов, торможения развития бактерий.

Среды, применяемые для разбавления спермы, разделяют на синтетические и биологические.

Основу синтетических (искусственных) сред составляют растворы неэлектролитов (глюкозы, лактозы, гликокола). Углеводы в данном случае защищают спермии от смены электрического заряда, не допуская их агглютинации, и одновременно являются источниками энергии для спермиев, подвергаясь окислению и гликолизу.

Кроме того, в состав сред, применяемых для разбавления спермы разных животных, входит ряд других компонентов.

Соли многоосновных кислот (цитраты, сульфаты) – защищают спермии от самоотравления кислыми продуктами гликолиза,, обладают буферными свойствами. Такие компоненты часто применяются для разбавления спермы быка и барана.

ЭДТА  (этилендиаминтетрауксусная кислота, хелатон, Трилон-Б) – временно связывает ионы металлов, в частности Ca++ b Mg++, входящих в состав ферментов обмена веществ у спермиев. Тем самым обмен веществ понижается, что способствует лучшей выживаемости спермиев без их охлаждения.

Яичный желток – за счет содержания около 7% лецитина способствует лучшей адаптации спермиев к низким температурам, а также обладает буферными свойствами.

Глицерин – при замораживании препятствует образованию крупных кристаллов льда, которые могут повредить спермии.

Витамины группы В – способствуют лучшей выживаемости спермиев.

Антибиотики и сульфаниламиды – вводятся в разбавители для предупреждения развития микроорганизмов.

Синтетические среды именуются аббревиатурой из первых букв компонентов, их составляющих, например – ГХЦЖ – среда на основе глюкозы, хелатона, цитрата натрия и яичного желтка.

Биологические среды приготовляются на основе цельного свежего или сухого коровьего молока. Молоко является самой биологически полноценной средой, по химическому составу и рН близкой к плазме спермы, а содержание в нем биологически активных веществ повышает оплодотворяющую способность и выживаемость спермиев. При температуре, близкой к 0(С, спермии в молочной среде сохраняются до 7 суток, такой метод широко применяется при хранении спермы хряков.

Основными показателями, определяющими пригодность спермы к разбавлению и дальнейшему хранению и использованию, являются активность (подвижность) спермиев и их концентрация в эякуляте. Под активностью спермиев понимается доля спермиев в эякуляте, обладающих прямолинейным поступательным движением. Этот показатель определяется визуально под микроскопом, и выражается в процентах от общего числа спермиев, или в баллах по 10-балльной шкале, где 1 балл соответствует 10% спермиев с прямолинейно-поступательным движением. Концентрацию спермиев определяют, подобно концентрации эритроцитов, в камере Горяева, либо судят о ней косвенно, определяя показатель густоты спермиев под микроскопом, обращая на заполнение спермиями поля зрения.

Минимальные показатели спермы животных, пригодной к разбавлению

	Вид животного
	Подвижность, баллов
	Концентрация, х1012/мл

	Бык
	8
	0,7

	Баран
	8
	1,0

	Хряк
	7
	0,15

	Жеребец
	6
	0,15


Можно выделить следующие основные способы хранения спермы вне организма животных.

Кратковременное хранение спермы при комнатной температуре (+16-20(С). Данный способ используется для хранения спермы хряков. Среды для разбавления – ГХЦЖ, ГХЦС, ГХЦ. В среде ГХЦЖ сперма может храниться при температуре до 20(С до суток, а при температуре до 10(С – до 3 суток.

Кратковременное хранение спермы при температуре тающего льда (+2-5(С).Данный метод пригоден для хранения спермы быка, барана, жеребца. Среды для разбавления используются – ГЦЖ, ЛХЦЖ, срок хранения в холодильнике – до 2-3 суток.

Долговременное хранение спермы в замороженном виде. Сперма хранится после предварительной фасовки в среде жидкого азота при температуре -196(С, срок хранения составляет десятки лет. Впервые замораживание спермы было успешно проведено И.В.Смирновым в 1948 году, в качестве замораживающего агента он использовал твердый СО2 с температурой -79(С. Замораживание в жидком азоте предложили в 1952 году Полдж и Фаусон (Великобритания), данный метод используется и поныне.
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В соответствии с современными представлениями о действии температур на биологические объекты, весь температурный перепад от оптимума для жизнедеятельности спермиев до абсолютного нуля может быть разделен на 5 температурных зон:

1. от +40 до +25(С – зона высокого метаболизма;

2. от +25 до 0(С – зона неполного анабиоза, обмен веществ у спермиев снижается в 16 раз;

3. от 0 до -80(С – зона кристаллизации охлажденной и переохлажденной внеклеточной и внутриклеточной воды. При -80( неповрежденные клетки впадают в состояние глубокого анабиоза, обмен веществ в них снижается в 1013 раз;

4. от -80 до -150( - зона кристаллизации и рекристаллизации связанной и адсорбированной воды;

5. от -150 до -273(С – зона квантовых реакций, отсутствие процессов кристаллизации и рекристаллизации.

Проходя через эти зоны при криоконсервировании, спермии частично погибают. Основными причинами гибели спермиев являются:

- в первой зоне – истощение энергетических ресурсов и отравление продуктами метаболизма;

- во второй зоне – температурный шок в результате быстрого охлаждения;

- в третьей зоне – при быстром охлаждении возможен температурный шок, перепад осмотического давления и разрушение клеточных структур в результате дегитратации, при медленном охлаждении – разрушение клеток при кристаллизации внутри- и внеклеточной воды;

- в четвертой зоне гибель клеток возможна только при условии замедленного оттаивания кристаллов;

- в пятой зоне возможность гибели от каких-либо побочных причин исключена.

В настоящее время процесс криоконсервирования спермы животных состоит из следующих этапов:

1. Получение спермы у самцов и ее оценка

2. Разбавление эякулята. Для разбавления обычно используются синтетические среды,  состав которых меняется в зависимости от способа хранения. Разбавление эякулята проводят в 2 этапа: вначале 1:1 или 1:2 разбавителем с температурой +38(С, и после выдержки 10-15 минут – окончательное разбавление средой с комнатной температурой.

3. Охлаждение до +4(С в холодильнике, в течение 1-2 часов.

4. Эквилибрация – выдержка спермы при температуре +4(С в течение 3-4 часов. За этот период происходит адаптация спермиев и снижение их обмена веществ.

5. Фасовка спермы и ее замораживание в жидком азоте с температурой -196(С.
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В настоящее время широко применяется замораживание спермы быка, в меньшей степени – барана и жеребца. Замораживание спермы хряка в силу определенных свойств спермиев широкого распространения не получило.

Сперму быка замораживают в виде необлицованных гранул объемом 0,1-0,2 ил 0,5мл, облицованных гранул объемом 0,25-0,33 мл и в пластиковых соломинках по 0,25 мл.

При замораживании в виде необлицованных гранул сперма после оценки разбавляется лактозо-глицериновой средой, разливается в лунки фторопластовой пластины, в которых и замораживается. Готовые гранулы ссыпают в пеналы или марлевые мешочки, и хранят погруженными в жидкий азот. Недостатки данного способа:

- невозможность маркировки отдельных гранул;

- адсорбция на поверхности гранул микробов и механических примесей из жидкого азота;

- возможен механический перенос микроорганизмов между гранулами;

- большие затраты ручного труда при фасовке;

- для оттаивания таких гранул необходимо применять стерильный раствор цитрата натрия.

В 1981 году в Украинском НИИЖ была разработана технология криоконсервирования спермы быка в облицованных гранулах (харьковская технология). Первый  этап разбавления эякулята проводится средой №1, состоящей из лактозы или сахарозы, яичного желтка и глицерина, для окончательного разбавления используется среда №2 (лактоза, цитрат натрия, глицерин, спермосан). Разбавленной спермой заполняются тонкие полимерные трубочки, которые при помощи специального устройства делятся на спермодозы равного объема с одновременной их герметизацией и маркировкой. Расфасованные гранулы замораживаются погружением в жидкий азот и хранятсяв пеналах.

В 1981 году в Литовском НИИЖ П.И, Пакенас предложил технологию криоконсервирования спермы быков в полиэтиленовых соломинках (литовская технология), почти одновременно подобную технологию предложили во Франции.

При любом способе криоконсервирования после размораживания сперма должна отвечать следующим требованиям: активность спермиев – не менее 4 баллов, количество спермиев в дозе – не менее 15х1012, объем дозы – до 1,0 мл, выживаемость спермиев при температуре +38(С – не менее 5 часов, наличие микроорганизмов не допускается, коли-титр – отрицательный.

Для высокоценных быков-производителей допускается использование спермы с подвижностью не ниже 3 баллов и количеством спермиев в дозе не ниже 1012.

Замораживание спермы барана. Эякулят разбавляется средой сложного состава, содержащей лактозу, ЭДТА, ксилит, трис-оксиметил-аминометан, декстрин, яичный желток,  глицерин и др. одномоментно 1:2 или 1:3. Охлаждение проводят в таре, погруженной в холодную  воду, в течение не более 3 часов, до температуры +2-4(С. Перед замораживанием тару с охлажденной спермой погружают в воду со льдом при температуре +1(С. Замораживание проводят в гранулах по 0,2 мл на фторопластовой пластине или на поверхности сухого льда при температуре -80(С. Гранулы затем собирают в пеналы или мешочки и хранят погруженными в жидкий азот.

Замораживание спермы жеребца. Для длительного хранения спермы жеребца используется среда ЛХЦЖ с глицерином, которой эякулят одномоментно разбавляется 1:3-1:4. Эквилибрация проводится в порциях объемом не более 100 мл с высотой слоя до 2,5 см в течение 2 часов. Замораживают разбавленную сперму в пакетах из алюминиевой фольги или гранулах по 0,25 мл. После замораживания гранулы упаковывают в пеналы или тубы по 100 шт., что составляет одну дозу для осеменения – 25 мл.

Замораживание спермы хряков сопряжено с рядом специфических трудностей, таких как больой объем эякулята, особенности метаболизма спермиев и их повышенная чувствительность к низким температурам. Впервые способ замораживания спермы хряков был предложен в 1972 году в Германии. В нашей стране наиболее значимые результаты достигнуты в ВИЖ (г. Подольск Московской области) под руководством академика В.К. Милованова. После получения сперму хряков фильтруют, затем выдерживают 1 час при  комнатной температуре, и разбавляют 1:1 многокомпонентной средой сложного состава. Разбавленную сперму выдерживают 4-6 часов в холодильнике, затем замораживают на охлажденной до -90-100(С фторопластовой пластине или поверхности сухого льда, при этом получают гранулы объемом 0,5мл. Применение замороженной спермы хряков экономически оправдано лишь в племенной работе при создании генотипов без завоза в хозяйства производителей.
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Трансплантация эмбрионов – относительно новый метод воспроизводства стада, основное назначение которого – быстрое создание стад с рекордной продуктивностью, и получение самцов-производителей для предприятий по искусственному осеменению.

Метод трансплантации эмбрионов включает в себя следующие биотехнологические приемы: суперовуляция у доноров и их искусственное осеменение, извлечение эмбрионов на ранних стадиях развития, их культивирование или криоконсервация, и пересадка эмбрионов в матку реципиента.

Суперовуляция – множественная овуляция, вызываемая применением гонадотропных гормонов – сыворотки жеребых кобыл (СЖК), фоллитропина, гипофизарного фолликулостимулирующего гормона. Оптимальный срок вызова суперовуляции у коров-доноров – середина полового цикла, его 10-13 день, при этом получают 7-9 овулирующих фолликулов, максимальное полученное количество – 23 фолликула. Через 2-3 суток после введения гонадотропных гормонов донорам вводится эстрофан для рассасывания желтого тела. Охота у коров наступает через 45 часов после инъекции эстрофана и длится в среднем 24 часа. Овуляция начинается через 54-60 часов после инъекции эстрофана и длится до 2 суток. Искусственно осеменяют доноров через 8-12 часов после обнаружения охоты и повторно – через 12 часов.

Извлечение эмбрионов возможно с 5 по 10 день после осеменения, в этот период они достигают стадии бластоцисты. Извлечение проводят хирургическими и нехирургическими методами. Оценка качества эмбрионов производится под микроскопом, при этом учитывают стадию развития эмбриона и проводят его морфологическую оценку. Для немедленной пересадки считаются пригодными эмбрионы в стадии ранней и средней бластоцисты, для криоконсервирования – в стадии ранней, средней и расширенной бластоцисты.

Криоконсервирование эмбрионов проводят по следующей программе::

- насыщение эмбрионов криопротектором путем проводки через растворы глицерина с возрастающей концентрацией.

- перенос эмбрионов в ампулы или пробирки вместе с 0,3-0,4мл глицериновой среды.

- охлаждение до -7(С со скоростью 1(С/мин.;

- охлаждение до -35(С со скоростью 0,3(С/мин.;

- окончательное замораживание и хранение в среде жидкого азота с температурой -196(С.

В последнее время разработана технология замораживания эмбрионов в пластиковых соломинках, подобно сперме быков.

После пересадки замороженных эмбрионов уровень стельности реципиентов составляет 44-63%.

