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Криоконсервация сперматозоидов является важной частью сохранения половых клеток различных
организмов. Однако при заморозке гамет часто возникают различного рода повреждения, которые
оказывают значительное влияние при искусственном оплодотворении. После размораживания, как
правило, сперматозоиды имеют ультраструктурные, биохимические и функциональные измене-
ния, такие как повреждение клеточной мембраны и хроматина, окислительный стресс. Так как
сперматозоиды обладают ограниченной способностью к биосинтетической деятельности, они име-
ют низкую способность к регенерации. Современные тенденции заключаются в совершенствова-
нии режима криоконсервации спермы с использованием естественных внеклеточных везикул и
стволовых клеток. Внеклеточные везикулы и стволовые клетки обладают потенциальным регенера-
тивным эффектом, поскольку содержат различные биологически активные молекулы, влияющие
на репарацию сперматозоидов. Настоящий обзор посвящен современным стратегиям улучшения
состояния сперматозоидов после криоконсервации. В частности, в этом обзоре описаны результаты
исследований использования внеклеточных везикул и стволовых клеток в качестве криопротекто-
ров при заморозке и оттаивании сперматозоидов.
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ВВЕДЕНИЕ
Искусственное оплодотворение и криокон-

сервирование сперматозоидов являются одним
из величайших достижений, которые произвели
революцию не только в селекционной промыш-
ленности, но и в репродуктивной медицине [1].
Благодаря использованию замороженной спермы
и искусственного осеменения, семенной матери-
ал от лучших племенных быков может быть ис-
пользован для осеменения коров по всему миру [2].
Замораживание спермы животных считается обя-
зательным условием сохранения генетического
материала от особей с высокой племенной цен-
ностью, а также для животных, находящихся под
угрозой исчезновения.

При этом качественная криоконсервация спер-
мы повышает эффективность и успешность ис-
кусственного осеменения. Несмотря на достаточно
длительный период использования криоконсер-
вации в качестве сохранения спермы, процедуры
замораживания не всегда эффективны [3]. Извест-

но, что криоконсервация негативно влияет на ка-
чественные характеристики спермы, вызывая
изменения на структурном и молекулярном уров-
нях вследствие термических, механических, осмо-
тических и окислительных повреждений (рис. 1),
что, в свою очередь, влияет на способность к опло-
дотворению и последующее раннее эмбриональ-
ное развитие [4].

Также остро стоит вопрос о сохранении поло-
вых клеток у редких особей/видов животных, ко-
торые плохо переносят криоконсервацию. Реаби-
литация поврежденных сперматозоидов была бы
решающим шагом для увеличения количества
фертильных сперматозоидов. Методы улучшения
результатов искусственного оплодотворения не-
обходимы для воспроизводства диких кошачьих,
особенно снежных барсов, которые плохо раз-
множаются даже в своей естественной среде оби-
тания и практически не размножаются в неволе [5].

Одним из определяющих факторов результа-
тивности искусственного осеменения является
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совершенствование методов хранения спермы
животных в охлажденном или глубокозаморо-
женном состоянии. Значительная часть исследо-
вательских работ по криоконсервации спермы
сосредоточена на методах/подходах к повышению
эффективности замораживания, которые осно-
вываются на защите сперматозоидов от повре-
ждающего действия процедуры замораживания,
посредством применения различных разбавите-
лей, криопротекторов, антиоксидантов и пита-
тельных компонентов [6].

На современном этапе развития криобиологии
отдельное внимание уделяется восстановлению по-
врежденных сперматозоидов во время заморажи-
вания и оттаивания. В данном обзоре освещаются
стратегии защиты и/или восстановления повре-
ждений сперматозоидов, возникающих во время
криоконсервации при использовании клеток жи-
вотных или их производных совместно с тради-
ционными криопротекторами.

ВЛИЯНИЕ МЕЗЕНХИМНЫХ СТВОЛОВЫХ 
КЛЕТОК НА ХАРАКТЕРИСТИКИ СПЕРМЫ 

ЖИВОТНЫХ ПРИ КРИОКОНСЕРВАЦИИ
Мезенхимные стволовые клетки (МСК) явля-

ются неотъемлемой частью регенеративной вете-
ринарии [7, 8] и медицины [9, 10]. Считается, что
восстановление поврежденной ткани происходит
за счет мультипотентной природы МСК и связан-
ными с ней паракринными механизмами, вклю-
чающими секрецию различных сигнальных фак-
торов, главным образом белков [11].

Qamar и соавт. показали, что использование
МСК при криоконсервации спермы может быть
эффективным биологическим подходом к повы-

шению фертильности и жизнеспособности спер-
матозоидов, а также путем поддержки механизмов
восстановления посредством секреции различ-
ных белков МСК [12]. В исследовании изучалось
влияние МСК собаки, выделенных из жировой
ткани (ЖТ; Adipose-Derived Stem Cells, ADSC) на
выживаемость сперматозоидов собак. При этом
МСК-ЖТ добавляли перед замораживанием спер-
мы, перемешивали и затем смесь подвергали крио-
консервации в криосреде. После оттаивания
авторы отмечали улучшение качества спермато-
зоидов в образцах с ADSC. Вероятно, это проис-
ходило за счет воздействия стволовых клеток на
механизмы восстановления, оказывающих влия-
ние как на клеточном, так и на молекулярном
уровнях на сперматозоиды. Возможной причи-
ной улучшения могли быть белки, секретируемые
ADSC, такие как аннексин, дисферлин и фибро-
нектин, которые обычно участвуют в репарации
на клеточном уровне [12].

Известно, что аннексины играют важную роль
в экзоцитозе, эндоцитозе, агрегации, слиянии
мембран, а связывание с Ca2+-зависимой мембра-
ной делает их подходящими для восстановления
мембран [13]. Кроме того, аннексин 1 и 2 вместе
с белком дисферлином участвуют в Са2+-зависи-
мой репарации сарколеммы скелетных миоци-
тов [14].

Фибронектин регулирует клеточные процессы,
а также поддержание и восстановление повре-
жденных тканей. Кроме того, этот белок, находя-
щийся в семенной плазме, оказывает влияние
на активацию протеасом, акросомную реакцию,
конденсацию, взаимодействие гамет и эмбрио-
нальное развитие [15].

Рис. 1. Возможные повреждения сперматозоидов, возникающие после криоконсервации.
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Предположение авторов исследования о влия-
нии аннексина, дисферлина и фибронектина на
большую сохранность мембран замороженных
сперматозоидов было основано на высоких уров-
нях экспрессии генов этих белков в сперме в опыт-
ных образцах по сравнению с контрольными [12].

Следовательно, ADSC поддерживали механиз-
мы восстановления в сперме, взаимодействуя со
сперматозоидами посредством выработки раз-
личных биологически активных веществ, кото-
рые являются неотъемлемой частью механизмов
репарации. Дальнейшие исследования в этом на-
правлении необходимы для определения других
факторов, секретируемых ADSC, которые могут
играть активную роль в сохранении качества
спермы после криоконсервации.

Дальнейшие исследования in vivo также помог-
ли бы показать эффективность применения
ADSC при криоконсервации спермы. Возможно,
использование спермы, дополненной ADSC для
искусственного оплодотворения, также может
быть полезным в решении проблем, связанных
с женским репродуктивным трактом, ввиду их ре-
генеративной и мультипотентной природы [12].

ВЛИЯНИЕ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ВЕЗИКУЛ 
НА ХАРАКТЕРИСТИКИ СПЕРМЫ 

ЖИВОТНЫХ ПРИ КРИОКОНСЕРВАЦИИ
Экзосомы, микровезикулы (МВ) – это микро-

скопические внеклеточные везикулы (ВВ) диа-
метром в несколько нанометров, выделяемые в
межклеточное пространство клетками различных
тканей. Существует несколько типов ВВ, разли-
чающихся по происхождению, размерам и т.д.
(табл. 1). Известно, что ВВ осуществляют связь
между клетками, поскольку могут переносить
белки, нуклеиновые кислоты и липиды, опосре-
дуя паракринный механизм регуляции жизнедея-
тельности тканей или клеток реципиента [16].
А также МВ, секретируемые МСК участвуют в ре-
генерации поврежденных эндогенных клеток по-
средством перемещения трофических и регуля-
торных молекул [17].

В исследованиях, проведенных Qamar с соавт.
показано, что экзосомы, полученные из МСК-ЖТ,
улучшают качество спермы собак после оттаива-
ния при совместной криоконсервации [18].

Добавление оптимальной концентрации экзо-
сом (50 мкг/мл) значительно увеличивало по-
движность и долю живых сперматозоидов после
оттаивания. При этом процент сперматозоидов
с неповрежденной плазматической мембраной был
статистически выше в образцах с добавлением
экзосом, чем в контрольных.

Оценка мРНК после оттаивания показала зна-
чительно более высокий уровень экспрессии ге-
нов, связанных с восстановлением плазматиче-

ской мембраны (ANX1, DYSF, FN1), компонентов
хроматина (H3, HMGB1), с одновременной более
низкой экспрессией гена, связанного с производ-
ством активных форм кислорода в опытных об-
разцах, чем в контрольных образцах спермы со-
бак. По результатам теста на проникновение в
слизь была показана гиперактивация обработан-
ной экзосомами спермы. При этом значительно
большее количество обработанных сперматозои-
дов проникло на глубину 1 и 3 см, чем в контроль-
ной группе. Тест на проникновение в слизь пока-
зывает способность сперматозоидов проникать в
суррогатную цервикальную слизь и обычно ис-
пользуется для оценки оплодотворения in vitro и
in vivo и частоты беременности. Авторы считают,
что описанные эффекты обусловлены экзосо-
мальными белками, которые защищают сперму
от окислительного повреждения, а также индуци-
руют восстановление мембран и хроматина [18].

Mokarizadeh с соавт. [19] показали, что добав-
ление в образцы спермы естественных MВ, полу-
ченных из МСК костного мозга крыс, приводит
к повышению качества криоконсервированной
спермы крыс. При этом происходит появление
и/или увеличение экспрессии молекул поверх-
ностной адгезии CD54, CD106, CD44 и CD29.
Эти результирующие изменения экспрессии бел-
ков клеточной мембраны сперматозоида, вероят-
но, являются прямым следствием включения МВ,
содержащих молекулы адгезии (как на трансли-
руемом уровне мРНК, так и на уровне белка),
в мембрану половых клеток. При этом повышен-
ная экспрессия CD54, CD106, CD29 и CD44 в
значительной степени зависит от количества МВ,
используемых при криоконсервации. Функцио-
нальные последствия таких изменений экспрес-
сии могут влиять на улучшение адгезивных
свойств сперматозоидов, а таже на повышение
чувствительности к паракринной и контактной
сигнализации с яйцеклетками [19].

Однако не все экзосомы, полученные из раз-
личных типов клеток, обладают одинаковым крио-
защитным эффектом при замораживании со спер-
матозоидами. Согласно исследованию Mahiddine
и соавт. [20] экзосомы МСК амниотической мем-
браны собак не обладают криопротекторными
свойствами по отношению к сперматозоидам, по
крайней мере при использовании их в качестве
добавок в концентрации 2 мкг/мл и ниже. Необ-
ходимо отметить также отсутствие отрицательно-
го влияния экзосом из МСК амниотической мем-
браны на сперматозоиды собак при криоконсер-
вации.

Согласно литературным данным, экзосомы
могут действовать на одну и ту же ткань по-разно-
му в зависимости от их концентрации и прохож-
дения клеток – доноров экзосом [21]. Вероятнее
всего, это зависит от содержания веществ в меж-
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клеточных везикулах, так как важнейшее их свой-
ство – это регуляция экспрессии генов в клетках-
мишенях при слиянии с мембраной и выделении
своего содержимого в цитоплазму [22]. В настоя-
щее время доказано, что экзосомы, как и другие
ВВ, переносят клеточно-специфические компо-

ненты клетки-источника в клетку-реципиент [23].
Известно, что МСК амниотической мембраны
способны к дифференцировке и трансдифферен-
цировке как МСК из других тканей. Но обладают
уникальными иммунофенотипическими харак-
теристиками, которые отличают эти клетки от

Таблица 1. Классификация внеклеточных везикул

Внеклеточные 
везикулы Размер, нм Особенности 

образования
Внутреннее
содержание

Предполагаемые 
функции

Апоптотические 
тельца

1000–5000 Формируются 
на терминальных 
стадиях клеточной 
гибели при фрагментации 
клетки на части, окружены 
клеточной мембраной. 
Отличительной чертой 
апоптотических телец 
от других типов внекле-
точных везикул является 
проницаемая мембрана

Геномная ДНК, 
целые органеллы, рРНК. 
Основной маркер – 
аннексин 5

Осуществляют межкле-
точное взаимодействие. 
Могут опосредовать 
горизонтальный перенос 
ДНК, РНК и рассматри-
ваться как переносчики 
сигналов 
между клетками

Микровезикулы 100–1000 Образуются путем 
выпячивания 
и отпочкования участков 
плазматической 
мембраны клетки

В целом близки к 
экзосомам. Есть данные 
о содержании в них раз-
личных белков клеточной 
адгезии, компонентов 
цитоскелета, матрикс-
ных металлопротеиназ, 
гликопротеинов, мито-
хондриальных, центро-
сомных и рибосомных 
белков. Отсутствуют 
обязательные компо-
ненты экзосом – тетрас-
панины, флотилины, 
аннексины и белки 
ESRT. Основные 
маркеры – CD40, CD62

Осуществляют межкле-
точное взаимодействие. 
Предполагается 
их роль в качестве 
биологических 
маркеров заболеваний

Экзосомы 30–150 Мембранная частица 
эндоцитозного 
происхождения, 
образующаяся внутри 
мультивезикулярных 
эндосомальных телец

Содержимое экзосом 
отражает цитозольный 
состав клеток-доноров: 
неспецифичные и ткане-
специфичные белки, 
различные виды РНК. 
Характерно присутствие 
большего количества 
онкогенных белков и 
влияние на пролифера-
цию и миграцию клеток 
в большей степени, 
чем для микровезикул. 
Основные маркеры – 
CD63, CD9, Alix, TSG101

Осуществляют межкле-
точное взаимодействие
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других МСК. Поскольку амниотическая мембра-
на имеет эмбриональное происхождение, уровни
экспрессии эмбриональных маркеров, включая
OCT3/4, SOX2, Klf4, c-Myc, Nanog и Lin28, в
МСК амниотической мембраны намного выше,
чем у МСК костного мозга. Также эти клетки экс-
прессируют маркеры плюрипотентности, такие
как L-щелочная фосфатаза, TRA-2-39, OCT4,
Nanog, SOX2 и Rex1, которые специфически экс-
прессируются в эмбриональных и зародышевых
стволовых клетках [24]. Существует мнение, что
МСК амниотической мембраны являются более
примитивными, чем МСК, обнаруженные в кост-
ном мозге [25]. Отсутствие полезных эффектов
экзосом из МСК амниотической мембраны мо-
жет быть объяснено типом клеток и, следователь-
но, факторами, которые они секретируют [26].

Неоднозначным влиянием на сохранность спер-
матозоидов после криоконсервации обладают и
ВВ семенной плазмы у разных видов животных.
ВВ вырабатываются в мужских половых путях,
включая придаток яичка и простату. Показано,
что ВВ участвуют в регуляции функции сперма-
тозоидов посредством связывания и последую-
щего слияния с их мембраной, осуществляя инте-
грацию цитозольного и мембранного составляю-
щего в половую клетку. В настоящий момент еще
четко не определены все необходимые условия
для связывания и слияния этих везикул с клет-
кой-реципиентом. Кроме того, достоверно уста-
новлено, что перенос молекул белка от везикул
семенной плазмы к сперматозоидам возможен
только при наличии определенного значения pH,
температуры и в присутствии цинка [27].

Результаты исследований ряда авторов пока-
зали, что экзосомы семенной плазмы (ЭСП) об-
ладают криопротекторным действием по отно-
шению к сперматозоидам [22, 28]. Исследования
Du с соавт. продемонстрировали, что ЭСП хряка
могут усиливать антиоксидантные свойства спер-
матозоидов, снижать содержание малонового ди-
альдегида, поддерживая целостность плазматиче-
ской мембраны сперматозоидов, улучшать по-
движность сперматозоидов, а также подавлять
преждевременную капацитацию. Флуоресцентная
и сканирующая электронная микроскопия про-
демонстрировали, что экзосомы напрямую свя-
зываются с мембраной головки сперматозоида.
По мнению исследователей, это улучшает це-
лостность плазматической мембраны спермато-
зоида, но не влияет на капацитацию, индуциро-
ванную in vitro [29].

Известно, что существует определенная изби-
рательность в связывании ЭСП со сперматозои-
дами, зависящая от специфичности сайтов свя-
зывания. Так, Zhou и соавт. показали, что экзосо-
мы из придатка семенника имеют определенное
сродство к постакросомальной области головки

сперматозоида [30], тогда как экзосомы, полу-
ченные из вспомогательных половых желез, будут
иметь сродство ко всем доменам клеточной мем-
браны головки: акросомному гребню, акросоме и
постакросоме [20]. Исследователи считают, что
экзосомы, которые связываются с головкой спер-
матозоида, будут влиять на емкость, акросомаль-
ную реакцию и способность слияния с ооцитом,
тогда как те, которые сливаются со средней и ос-
новной частью хвоста, будут оказывать большее
влияние на активность митохондрий, энергети-
ческий метаболизм и подвижность [31].

В то же время Goericke-Peschab с соавт. проде-
монстрировали отсутствие положительного эф-
фекта МВ семенной плазмы на качество сперма-
тозоидов собак как при их совместной криокон-
сервации, так и при добавлении МВ после
оттаивания образцов [32]. В контрольных образ-
цах эякулятов МВ удаляли для получения чистой
спермы. Проведенные эксперименты показали
кратковременное благотворное влияние МВ
только на скоростные параметры сперматозоидов
после оттаивания по сравнению с группой кон-
троля. Однако этот эффект нивелировался через
30 мин после размораживания. В своих выводах
ученые поставили под сомнение целесообраз-
ность использования МВ семенной плазмы при
криоконсервации с целью повышения качества
сперматозоидов собаки после размораживания [32].

Данные, полученные Ferraz с соавт., демон-
стрируют возможность применения ВВ домашних
животных одного вида для успешной криокон-
сервации образцов спермы редких и исчезающих
животных другого вида [33]. Авторами установле-
но, что ВВ из яйцеводов собак и кошек улучшают
состояние сперматозоидов красного волка и ге-
парда после криоконсервирования. В частности,
сперма красного волка и гепарда, размороженная
с ВВ из яйцеводов собаки и кошки, имела больше
неповрежденных акросом, чем контрольные об-
разцы. Кроме того, сперму красного волка в при-
сутствии ВВ из яйцевода собаки лучше поддер-
живала подвижность сперматозоидов с течением
времени. Однако такого эффекта не наблюдалось
в образцах со сперматозоидами гепарда.

Положительный эффект везикул исследовате-
ли объясняют тем, что они несут важные для
функции сперматозоидов белки, которые улуч-
шают не только подвижность после оттаивания,
но увеличивают сохранность акросом спермы
красного волка и гепарда in vitro. Результаты про-
веденной работы показывают, что эти ВВ могут
быть ценным инструментом для улучшения усло-
вий криохранения спермы у видов, находящихся
под угрозой исчезновения [33].
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Общепризнанным фактом является то, что
сперма разных видов животных обладает разной
чувствительностью к криоконсервированию [34].
Успешность криоконсервации сперматозоидов
определяется сложным взаимодействием мем-
браны сперматозоида с семенной плазмой, с раз-
бавителем и подбором приемлемых методов за-
мораживания. Целостность мембраны является
очень важной для нормального функционирова-
ния сперматозоидов после оттаивания. Потеря
поверхностных белков, таких как рецептор про-
гестерона, особенно из акросомы, может ухуд-
шить качество после оттаивания и оплодотворя-
ющую способность сперматозоида [35]. Следова-
тельно, структурная целостность сперматозоидов
является необходимым условием для правильно-
го функционирования и оплодотворения ооци-
тов и последующее эмбриональное развитие ор-
ганизма [36].

Большинство протоколов замораживания спер-
мы млекопитающих включают удаление семен-
ной плазмы перед криоконсервацией с помощью
центрифугирования [37], что практически сводит
к минимуму защитное действие антиоксидант-
ных ферментов семенной плазмы от окислитель-
ного стресса [38].

При этом биосинтетическая способность спер-
матозоидов ограничена, что служит главным пре-
пятствием для их самовосстановления после по-
вреждения [38]. Однако многие внешние факторы
контролируют функцию сперматозоидов, действуя
через поверхностные и мембранные компонен-
ты, поэтому ряд исследователей выдвинули гипо-
тезу, что использование МСК/микровезикул при
криоконсервации спермы может быть эффектив-
ным биологическим подходом для повышения
фертильности и жизнеспособности сперматозои-
дов за счет поддержки механизмов репарации по-
средством секреции различных белков. Но при
использовании МСК и ВВ необходимо учиты-
вать, что стволовые клетки и их производные из
различных тканей продуцируют вещества с не-
одинаковой биоактивностью по отношению к
клеткам-реципиентам. Поэтому для МСК и ВВ
должны быть разработаны стандарты измерений
контроля качества и протоколов безопасности, а
также эффективности использования для ком-
мерческих целей при искусственном оплодотво-
рении.

Конфликт интересов. Авторы декларируют от-
сутствие явных и потенциальных конфликтов
интересов, связанных с публикацией настоящей
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Modern Trends of the Application of Stem Cells and Their Derivatives 
during Cryopreservation of Animal Sperm

M. A. Tambovsky1, *, А. М. Aimaletdinov1, E. Yu. Zakirova1

1Institute of Fundamental Medicine and Biology, Kazan Federal University, Kazan, 420008 Russia
*e-mail: maxim.tambovsky.kfu@gmail.com

Cryopreservation is an important method for preserving sperm from various organisms. However, freezing
gametes often leads to various types of cell damage, which affects the outcome of artificial insemination. After
thawing, spermatozoa usually have ultrastructural, biochemical and functional changes such as cell mem-
brane and chromatin damage and oxidative stress. Since spermatozoa have limited biosynthetic capacity, they
have a low capacity to regenerate. The current trend is to improve the sperm cryopreservation regime using
natural extracellular vesicles and stem cells. Extracellular vesicles and stem cells have a potential regenerative
effect, as they contain various biologically active molecules affecting sperm repair. This review focuses on
current strategies to improve sperm health after cryopreservation. In particular, this review describes the re-
sults of studies on the use of extracellular vesicles and stem cells as cryoprotectors during freezing and thawing
of spermatozoa.

Keywords: cryoconservation, cryodamage, spermatozoa, extracellular vesicles, stem cells
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