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Впервые разработан протектор для гипотермического хранения спермы человека на основе водно-
солевого стеклообразующего раствора ацетатов жизненно важных металлов: магния, цинка, каль-
ция. Предложен метод консервации спермы без предварительного отмывания семенной плазмы,
способствующий сохранению параметров жизнеспособности спермы и подвижности сперматозои-
дов, сопоставимых с показателями нативной спермы. Использование предлагаемого протектора и
метода подготовки спермы человека для гипотермического хранения на первом этапе способствует
замедлению метаболизма, о чем свидетельствует полная потеря подвижности сперматозоидов и со-
хранение близкой к 100% жизнеспособности исследованной спермы. После отмывания протектора
происходит восстановление подвижности сперматозоидов на 90–100% по сравнению с показателя-
ми нативной спермы.
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ВВЕДЕНИЕ
Сохранение жизнеспособности различных

биосистем вне организма остается одной из важ-
нейших проблем трансплантации клеток и орга-
нов. Для решения этих задач часто используются
криопротекторы, уменьшающие интенсивность
адаптационного процесса и снижающие уровень
клеточного метаболизма, что делает клетки менее
восприимчивыми к криоповреждениям.

В настоящее время основной способ хранения
различных биоматериалов – криоконсервация. В
качестве перспективных криопротекторов апро-
бировано больше 120 веществ, принадлежащих к
разным классам химических соединений, в основ-
ном органических [1–7]. С целью поддержания
энергетического обмена в размороженных клетках
и уменьшения токсичности органических консер-
вантов к органическим криопротекторам добавля-
ют полимеры, белки плазмы, глюкозу, неоргани-
ческие соли.

При использовании криопротекторов проис-
ходит повреждение клеточных структур. Основ-

ными причинами этого являются процессы, ко-
торые происходят вследствие обезвоживания,
токсичности органических консервантов и об-
разования вне- и внутриклеточных кристаллов
льда.

Существует более мягкий способ консервации,
в частности спермы человека, предложенный в
1996 г. группой исследователей из Университета
Иокагамы [8]. Суть метода состоит в хранении
спермы в бессолевом водном растворе глюкозы и
бычьего сывороточного альбумина при темпера-
туре +4°С. Консервирующая среда, названная ав-
торами EFM (electrolyte free medium), позволяет
сохранить сперму человека максимум в течение
двух недель. После двухнедельного хранения в
EFM подвижность восстанавливается у немно-
гим более 50% сперматозоидов [8–14].

Следует отметить, что перед консервацией
сперматозоиды отмываются от семенной плазмы
с помощью центрифугирования смеси нативной
спермы и набора Supra Sperm System, что лишает
их природной среды обитания.

УДК 541.123.2:546.33.175:546.657

СИНТЕЗ И СВОЙСТВА
НЕОРГАНИЧЕСКИХ СОЕДИНЕНИЙ



904

ЖУРНАЛ НЕОРГАНИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 65  № 7  2020

КИРИЛЕНКО и др.

Гипотермическое хранение уступает криокон-
сервации по длительности, но при этом не требу-
ет специального криологического оборудования
и не зависит от источника замораживающих аген-
тов. В настоящее время метод находится в стадии
исследования условий, необходимых для улучше-
ния показателей жизнеспособности и подвижно-
сти сохраняемой спермы [8–16].

Анализ результатов многолетних систематиче-
ских исследований процессов стеклообразования
в водно-солевых системах при низких температу-
рах позволил выявить составы растворов, которые
на этапах охлаждения и замораживания в жидком
азоте и последующего размораживания не кри-
сталлизуются. В результате был сделан выбор
предложенной нами водно-солевой системы, ко-
торая явилась основой для разработки методики
по предупреждению кристаллизации льда – одно-
го из основных факторов повреждения биологиче-
ских объектов при их консервации [17–20].

Согласно [18], система Mg(CH3COO)2–
Zn(CH3COO)2–Ca(CH3COO)2–H2O является
стеклообразующей, следовательно, способна
предотвращать образование льда на этапах охла-
ждения и нагревания сперматозоидов при их кон-
сервации и расконсервации.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Для приготовления растворов использовали
реактивы марки “ч. д. а.”: Mg(CH3COO)2 · 4H2O,
Zn(CH3COO)2 · 2H2O, Ca(CH3COO)2 · 0.4H2O.
Растворы готовили весовым разбавлением.

Исследование влияния предлагаемого протек-
тора на жизнеспособность спермы и подвиж-
ность сперматозоидов проводили в соответствии
со стандартами ВОЗ [21].

Анализ нативного эякулята осуществляли по
методике, описанной ранее [21]. Оценку жизнеспо-
собности спермы и подвижности клеток проводили
с помощью световой микроскопии при увеличении
×400 с использованием стандартного красителя
эозина. Эозин (Эозин Y (C.l. 45380)) разбавляли бу-
фером Ferti Pro Flushing medium в соотношении
0.05 г эозина на 10 мл буфера. Погрешность при
определении показателей жизнеспособности
спермы и подвижности сперматозоидов не пре-
вышала 10%.

Определение жизнеспособности спермы и по-
движности сперматозоидов. В соответствии с мето-
дикой [21] жизнеспособность спермы оценивали
по двум категориям: окрашенные – мертвые спер-
матозоиды, неокрашенные – живые (табл. 1). По-
движность сперматозоидов оценивали по трем
категориям: прогрессивно подвижные, непро-
грессивно подвижные, полностью неподвижные
сперматозоиды.

Определение жизнеспособности спермы и по-
движности сперматозоидов после использования
протектора. Исследуемый протектор добавляли к
нативному эякуляту в соотношении 1 : 5. Полу-
ченную суспензию перемешивали пипетирова-
нием. Спустя 15 мин на два предметных стекла
наносили по 10 мкл суспензии для определения
жизнеспособности спермы и подвижности спер-
матозоидов.

Определение жизнеспособности спермы и по-
движности сперматозоидов после разбавления сус-
пензии буфером (отмывание клеток от протектора).
Полученную при взаимодействии спермы и про-
тектора суспензию разбавляли буфером Ferti Pro
Flushing medium в соотношении 1 : 4, через 15 мин
подсчитывали количество сперматозоидов и оце-
нивали их подвижность. Результат выражали в
процентах.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Предлагаемый протектор является стеклооб-
разующей водно-солевой системой, способной
предотвращать образование льда на этапах охла-
ждения и нагревания сперматозоидов, т.е. при их
консервации и расконсервации. Следует отме-
тить, что входящие в состав протектора соли со-
держат ионы цинка, магния и кальция, которые
жизненно необходимы для организма человека.
Цинк – основной строительный материал для те-
стостерона. Именно цинк обеспечивает фертиль-
ность спермы. Магний – важнейший элемент в
жизнедеятельности организма человека, участву-
ющий в метаболизме. Ионы кальция обладают
особенностью проникать в цитоплазму, снижая
энергетический “уровень” митохондрий, и тем
самым способствуют процессу консервации.
Ацетаты цинка, кальция и магния (Е650, Е263,
Е343 соответственно) известны как лекарствен-
ные препараты и пищевые добавки, что может
свидетельствовать об их минимальной токсично-
сти.

В табл. 1 представлены исходные параметры
образцов нативной спермы пяти человек. Предла-
гаемый метод подготовки спермы для гипотерми-
ческого способа хранения без предварительного
отмывания семенной плазмы способствует сохра-
нению природной среды для спермы, в отличие от
методик, описанных в работах [5–11].

Данные о жизнеспособности спермы после вза-
имодействия с протектором (содержание живых
сперматозоидов составляет от 78 до 95%) полностью
совпадают с аналогичными показателями нативных
образцов (77–93%), т.е. при взаимодействии с про-
тектором жизнеспособность спермы по сравнению
с исходным материалом в пределах ошибки сохра-
нилась почти на 100%, при этом сперматозоиды
полностью обездвижились (табл. 1).



ЖУРНАЛ НЕОРГАНИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 65  № 7  2020

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ВОДНО-СОЛЕВЫХ СТЕКЛООБРАЗУЮЩИХ СИСТЕМ 905

Полученные данные свидетельствуют также о
возобновлении подвижности клеток после отмы-
вания протектора почти на 100% по сравнению с
нативной спермой.

Предлагаемый метод подготовки спермы для
гипотермического способа хранения без предва-
рительного отмывания семенной плазмы способ-
ствует сохранению природной среды для спермы.
В ходе исследования установлено, что оптималь-
ное соотношение протектора и нативной спермы
при их смешивании, способствующее получению
лучших результатов по жизнеспособности спермы
и подвижности сперматозоидов, соответствует со-
отношению 1 : 5. Этот вывод сделан на основании
анализа 10-ти вариантов пропорций смешивания
от 1 : 1 до 1 : 10 (данные не приведены). Рассмот-
рены возможные способы отмывания суспензии
от протектора буфером с разведением в пропор-
ции 1 : 4, 1 : 6, 1 : 8. Оптимальным признан вари-
ант 1 : 4.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Использование предлагаемого протектора и

метода подготовки спермы человека для гипотер-
мического хранения на первом этапе способству-
ет замедлению метаболизма, о чем свидетельству-
ет полная потеря подвижности сперматозоидов и
сохранение близкой к 100% жизнеспособности

исследованной спермы. После отмывания про-
тектора происходит восстановление подвижно-
сти сперматозоидов на 90–100% по сравнению с
нативной спермой.

Предлагаемые к использованию протектор и
метод консервации на стадии подготовки к замо-
раживанию демонстрируют высокую эффектив-
ность и перспективность.
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Таблица 1. Показатели жизнеспособности спермы и подвижности сперматозоидов

№ опыта
Количество сперматозоидов, %

живых прогрессивно 
подвижных

непрогрессивно 
подвижных

полностью 
неподвижных

Нативный эякулят
1 93 72 15 13
2 77 64 15 21
3 89 53 13 34
4 77 64 15 21
5 80 76 10 14

После использования протектора
1 95 0 1 99
2 78 0 0 100
3 87 0 0 100
4 78 0 1 99
5 90 0 0 100

После разбавления суспензии спермы с протектором буфером
1 95 67 19 14
2 78 54 13 33
3 87 54 16 30
4 78 62 15 23
5 85 71 18 11



906

ЖУРНАЛ НЕОРГАНИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 65  № 7  2020

КИРИЛЕНКО и др.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Костяев А.А., Мартусевич А.К., Андреев А.А. // На-

учное обозрение. Медицинские науки. 2016. № 6.
С. 54.

2. Kuleshova L.L., Shaw J.M., Trouson A.O. // Cryobiolo-
gy. 2001. V. 43. № 1. P. 21.

3. Kanno H., Kajwara K., Miyta K. // J. Chem. Phys. 2010.
V. 132. P. 1945.

4. Hunt C.J. // Transfusion Medicine and Hemotherapy.
2019. V. 46. № 3. P. 134.

5. Арутинян И.В., Строкова С.О., Макаров А.В. и др. //
Клеточные технологии в биологии и медицине.
2018. № 3. С. 180.

6. Строкова С.О., Арутинян И.В., Муллабаева С.М.
и др. // Акушерство и гинекология. 2018. № 12. С. 5.

7. Синева О.Н., Иванкова Т.Д., Терехова Л.П. // Анти-
биотики и химиотерапия. 2019. № 3–4. С. 3.

8. Saito K., Kinoshita Y., Kanno H. // Fertility and Sterili-
ty. 1996. V. 65. № 6. P. 1210.

9. Kanno H, Saito K., Ogawa T. // Fertility and Sterility.
1998. V. 69. № 1. P. 127. 
https://doi.org/10.1016/S0015-0282(97)00439-1

10. Riel J.M., Huang T.T., Ward M.A. // Arch. Androl.
2007. V. 53. № 5. P. 275.

11. Riel J.M., Yamauchi Y., Huang T.T. // Biology of Re-
production. 2011. V. 85. № 3. P. 536. 
https://doi.org/10.1095/ biolreprod.111.091322

12. Morisawa M., Yoshda M.// Reproductive Medicina Biol.
2005. № 4. P. 101.

13. Исаев Д.А., Заева В.В., Бакурадзе Р.В. и др. // Про-
блемы репродукции. 2009. № 5. С. 33.

14. Исаев Д.А., Захарова Е.Е., Капралова И.В. и др. //
Проблемы репродукции. 2015. № 4. С. 65. 
https://doi.org/10.17116/repro201521465-70

15. Черкашина И.В. // Влияние перфторана на функ-
циональные характеристики сперимеев при гипо-
термическом хранении и криоконсервации. Авто-
реф. дис. … канд. биол. наук. Харьков. 2007.

16. Одинцов А.А, Кучков И.Н., Черкашина И.В. и др. //
Современная технология в медицине. 2011. Т. 3.
С. 47.

17. Кириленко И.А. Водно-электролитные стеклообра-
зующие системы. М.: Красанд, 2016. 256 с.

18. Kirilenko I.A. // Russ. J. Inorg. Chem. 2017. V. 62.
№ 14. P. 1819. 
https://doi.org/10.1134/S00360236171140042

19. Kirilenko I.A. // Russ. J. Inorg. Chem. 2018. V. 63.
№ 13. P. 1728. 
https://doi.org/10.1134/S0036023618130053

20. Kirilenko L.I., Demina L.I., Danilov V.P. // Russ. J. In-
org. Chem. 2019. V. 64. № 10. P. 1282. [Кириленко И.А.,
Демина Л.И., Данилов В.П. // Журн. неорган. химии.
2019. Т. 64. № 10. С. 1282.]
https://doi.org/10.1134/S0036023619100073

21. Руководство ВОЗ по исследованию и обработке
эякулята человека // World Health Organization. М.:
Капитал Принт, 2012. 285 с.



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


