
© 2021  Al-Farabi Kazakh National University 

ISSN 1563-0218; eISSN 2617-7498                                          Experimental Biology. №3 (88). 2021                                             https://bb.kaznu.kz

110

МРНТИ 69.01.11                                                                           https://doi.org/10.26577/eb.2021.v88.i3.11

А.С. Асылбекова1* , Г.К. Баринова1 ,  

А.Б. Маханбетова2 , Б.С. Сейсенов2 , А.Д. Мусина1  
1НАО Казахский агротехнический университет имени С. Сейфуллина, Казахстан, Г. Нур-Султан 

2АО «Республиканский центр по племенному делу  
в животноводстве «Асыл түлік», Казахстан, с. Косшы 

*e-mail: gamily-05@mail.ru

КРИОКОНСЕРВАЦИЯ РЕПРОДУКТИВНЫХ КЛЕТОК  
САМЦОВ КАРПА

В настоящее время криоконсервация репродуктивных клеток рыб является актуальным 
направлением в стратегии сохранения генетического биоразнообразия, а также развития рыбного 
хозяйства и аквакультуры Научные исследования проводились в Научно-исследовательском 
центре «Рыбное хозяйство» НАО «Казахский агротехнический университет им. С. Сейфуллина» 
и в АО «Республиканский центр по племенному делу в животноводстве «Асыл түлік» в 2021 
году. В ходе исследований был изучен метод криоконсервации репродуктивных клеток 
самцов карпа с использованием двух видов криопротектора на основе 10% этиленгликоля и 
10% диметилсульфидоксида. При проведении экспериментальных работ были использованы 
общепринятые методики по проведению бонитировки рыб и заморозки спермы карпа. Оценку 
качества спермы карпа проводили по 5-балльной шкале Персова. Также при оценке качества 
учитывались объем, концентрация спермы, время активности и подвижности спермиев карпа. В 
результате проведения научных исследований установлено, что использование криозащитной 
среды в составе 10% этиленгликоля оказывает положительный эффект в сравнении с ДМСО, 
так как он снижает осмотический и окислительный стресс, испытываемый клетками во время 
заморозки. Полученные результаты позволяют рекомендовать корректировку концентрации 
проникающих протекторов в криозащитном растворе в зависимости от количества 
внутриклеточной воды для повышения выживаемости репродуктивных клеток самцов рыб после 
двойного температурного шока. Результаты исследований дают возможность создать криобанк 
генофонда племенного материала карпа на рыбоводных заводах для сохранения генетического 
разнообразия этих промысловых объектов. 

Ключевые слова: криоконсервация, криопротектор, репродуктивные клетки, карп, сперма. 
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Cryopreservation of male carp reproductive cells

Currently, cryopreservation of fish reproductive cells is an urgent direction in the strategy of preserv-
ing genetic biodiversity, as well as the development of fisheries and aquaculture, scientific research was 
carried out in the research center “Fisheries” of the «S.Seifullin Kazakh Agro Technical University» and 
in the JSC “Republican Center for Breeding in Animal Husbandry “Assyl Tulik” in 2021. During the re-
search, the method of cryopreservation of male carp reproductive cells using two types of cryoprotector 
based on 10% ethylene glycol and 10% dimethyl sulfide oxide was studied. During the experimental 
work, the generally accepted methods for conducting fish bonitization and freezing carp sperm were 
used. The assessment of the quality of carp sperm was carried out on a 5-point Persov scale. Also, when 
assessing the quality, the volume, concentration of sperm, the time of activity and mobility of carp sperm 
were taken into account. As a result of scientific research, it was found that the use of a cryoprotective 
medium consisting of 10% ethylene glycol has a positive effect in comparison with DMSO, since it re-
duces the osmotic and oxidative stress experienced by cells during freezing. The obtained results allow 
us to recommend adjusting the concentration of penetrating protectors in the cryoprotective solution 
depending on the amount of intracellular water to increase the survival rate of male fish reproductive 
cells after a double temperature shock. The results of the research make it possible to create a cryobank 
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of the gene pool of carp breeding material at fish hatcheries to preserve the genetic diversity of these 
commercial objects.

Key words: cryopreservation, cryoprotector, reproductive cells, carp, sperm.
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Тұқы аталықтарының репродуктивті  
жасушаларының криоконсервациясы

Қазіргі уақытта балықтардың репродуктивтік жасушаларын криоконсервациялау генетикалық 
биоалуантүрлілікті сақтау, сондай-ақ балық шаруашылығы мен аквакультураны дамыту 
стратегиясында өзекті бағыт болып табылады. Ғылыми зерттеулер 2021 ж. «С. Сейфуллин атындағы 
Қазақ агротехникалық университетінің» КеАҚ «Балық шаруашылығы» ғылыми-зерттеу орталығында 
және «Республикалық мал шаруашылығын асылдандыру «Асыл түлік» АҚ-да жүргізілді. Зерттеу 
барысында 10% этиленгликоль және 10% диметилсульфидоксид негізінде криопротектордың 
екі түрін қолдана отырып, аталық тұқы репродуктивті жасушаларын криоконсервациялау әдісі 
зерттелді. Эксперименттік жұмыстарды жүргізу кезінде балықтарды сұрыптау және тұқы шәуетін 
мұздату бойынша жалпы қабылданған әдістер қолданылды. Жыныс өнімдерінің сапасын бағалау 
Персовтың 5 балдық шкаласы бойынша жүргізілді. Сондай-ақ, сапаны бағалау кезінде ұрықтың 
көлемі, концентрациясы, тұқы сперматозоидтарының белсенділігі мен қозғалғыштығы ескерілді. 
Ғылыми зерттеулер жүргізу нәтижесінде этиленгликольдің 10% құрамында криопротекторлық 
ортаны пайдалану ДМСО-мен салыстырғанда оң әсер ететіні анықталды, өйткені ол мұздату 
кезінде жасушалар бастан кешіретін осмотикалық және тотықтырғыш стресті төмендетеді. 
Алынған нәтижелер қос температуралық соққыдан кейін аталық балықтардың репродуктивті 
жасушаларының өмір сүруін арттыру үшін жасушаішілік судың мөлшеріне байланысты 
криопротекторлық ерітіндідегі енетін протекторлардың концентрациясын түзетуді ұсынуға 
мүмкіндік береді. Зерттеу нәтижелері осы кәсіптік нысандардың генетикалық алуантүрлілігін 
сақтау үшін балық зауыттарында тұқы асыл тұқымды материалдарының криобанк гендік қорын 
құруға мүмкіндік береді.

Түйін сөздер: криоконсервация, криопротектор, репродуктивті жасушалар, тұқы, шәует.

Сокращения и обозначения

ДМСО – диметилсульфидоксид; NaHCO3 – 
гидрокорбаната натрия; NaCl – хлорид натрия; 
KCl – хлорид калия; мл – миллилитр; с – секунд.

Введение

Один из побочных эффектов развития циви-
лизации – обеднение генофонда и в конечном 
счете гибель и исчезновение многих видов рас-
тений и животных. Пространства многих при-
родных экосистем стремительно сокращаются, 
изменяются и разрушаются места обитания, 
уменьшается их численность и разнообразие. 
Эти процессы приняли особенно угрожающие 
масштабы с конца XX в. [1]. 

В настоящее время важнейшей задачей яв-
ляется сохранение генофонда редких и исчеза-
ющих популяций и видов рыб, особенно тех, 
которые представляют практический интерес 
для увеличения уловов рыб в естественных во-

доемах или для введения их в аквакультуру как 
перспективных объектов разведения [2].

Для сохранения и восполнения численности 
отдельных популяций рыб разработаны био-
технологии искусственного воспроизводства 
на различных рыбоводных предприятиях. В их 
основу положены принципы содержания и ис-
пользования производителей из маточных стад, 
содержащихся на предприятии, что, в свою оче-
редь, ограничивает число особей, скрещиваю-
щихся между собой, и приводит впоследствии к 
инбридингу [3]. 

Использование криоконсервации половых 
продуктов на заводах по искусственному вос-
производству, а также предприятиях аквакуль-
туры, позволит получать генетически разнород-
ное потомство, сократит площади и затраты на 
содержание самцов, тем самым позволив увели-
чить продукционное стадо самок [4]. Примене-
ние криоконсервированных половых продуктов 
возможно в любое время, без риска несвоевре-
менного созревания производителей или полу-
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чения от них половых продуктов ненадлежаще-
го качества. 

В настоящее время в мировой практике ис-
следований работы по сохранению и использо-
ванию замороженной спермы рыб ведутся доста-
точно широко [5-7]. За последние десятилетия 
научные знания о специфике процедур криокон-
сервации спермы рыб существенно пополнились 
[8-11]. Разработаны методы криоконсервации 
спермы более 250 видов различных рыб [12-18]. 
Это, в основном, зарубежные разработки, кото-
рые успешно применяют в аквакультуре этих 
стран для сохранения гетерогенности генофонда 
таких рыб как форель, карповые, сиговые (Нор-
вегия, Франция, Турция, Америка, Япония) [19-
24]. 

Однако в Казахстане применение методов 
криоконсервации репродуктивных клеток рыб в 
искусственном воспроизводстве не развито.

Таким образом, криоконсервация репродук-
тивных клеток рыб является актуальным направ-
лением в стратегии сохранения генетического 
биоразнообразия, а также развития рыбного хо-
зяйства и аквакультуры. Исходя из этого, иссле-
дования в данной области являются актуальны-
ми и требуют досконального изучения.

Цель исследования: применение методов 
криоконсервации половых продуктов карпа, и 
оценка качества половых продуктов до и после 
заморозки.

Материалы и методы исследования 

Научно-исследовательская работа проводи-
лась в 2021г. на базе научно-исследовательского 
центра «Рыбное хозяйство» кафедры охотоведе-
ния и рыбного хозяйства, Казахского агротехни-
ческого университета им. С. Сейфуллина 

Материалы для исследований были взяты в 
Карагандинском рыбопитомнике. Определение 
линейно-весовых показателей проводилось по 
стандартным методикам [25] статистическую 
обработку – по руководству Г.Ф. Лакина [26] и 
все расчеты проводились на ПК с применением 
программы «Excel» [27]. Материалом послужи-
ли половозрелые самцы карпа. Так же биомате-
риал после заморозки был изучен на качество 
в лаборатории АО «Республиканский центр 
по племенному делу в животноводстве «Асыл 
түлік»». 

Качества спермы исследуемых объектов 
проводили по 5-бальной шкале Персова. При 
оценке качества спермы учитывали объем, кон-
систенцию и цвет. Качество спермы, пригодной 

для криоконсервации, определяли по времени 
жизни спермиев после ее активации. На пред-
метное стекло наносили каплю спермы, затем 
разбавляли ее водой в соотношении 1:300, тем 
самым активируя сперматозоиды. Двигательную 
активность спермиев (время жизни) регистриро-
вали на мониторе персонального компьютера с 
использованием видеоприставки под микроско-
пом при увеличении от 180 до 400 раз. 

Низкотемпературное консервирование ре-
продуктивных клеток самцов карпа проводили 
согласно разработанной методики астраханских 
ученых [3]. Однако в криозащитном растворе, 
содержание криопротекторов и введение базо-
вого раствора скорректировано ввиду того, что в 
качестве объекта исследования был выбран карп 
(Cyprinus carpio). Размораживали криопробирки 
в дистиллированной воде при температуре 380С 
в течение 1 минуты. Для разморозки применяли 
водяную баню. 

Для проведения экспериментальной рабо-
ты применялись следующие материалы: со-
суд Дьюара для хранения биологического ма-
териала в азоте, тpинoкуляpный микpocкoп c 
кaмepoй и пpoгpaммным oбecпeчeниeм CEROS 
кoмпьютepнoй тeхнoлoгии cиcтeмы CASA 
(IMV-technologies, Фpaнция) для оценки каче-
ства дефростированной спермы рыб, микроскоп 
при увеличении х40 для оценки качества натив-
ной спермы, криопробирки, водяная баня, секун-
домер, микропипетка. При заморозке использо-
вались криопробирки Эппиндорфа с объемом 
0,2мл и 1,9мл и полипропиленовые соломинки 
объемом 0,25мл. Использовали криопротекторы 
на основе: ДМСО (диметилсульфидоксид) и эти-
ленгликоль (таблица 1). 

Таблица 1 – Сравнительный состав криопротекторов на 
водном растворе, % 

№ п/п Наименование 
Основа криопротектора

Этиленгликоль ДМСО
1 NaCl 0,73 0,036
2 KCl 0,04 0,1
3 Сахароза 0,115 -
4 NaHCO3 0,23 0,002
5 Этиленгликоль 10 -
6 ДМСО - 10

Криопротекторы отличались соотношением 
составляющих компонентов и в криопротекторе 
на основе этиленгликоля содержалась сахароза в 
составе 0,115%. 

https://ru.wikipedia.org/wiki/Cyprinus_carpio
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Результаты исследования и их обсуж дения
 
Перед началом проведения научных иссле-

дований была проведена бонитировка произво-
дителей карпа Карагандинского рыбопитомни-
ка. Для проведения экспериментальной работы 
нами были отобраны производители из общего 
стада. Отбор проводили по следующим параме-
трам: масса тела, упитанность, размер, внешний 
вид (таблица 2). В общей сложности было ото-
брано 15 самцов. Длина тела в среднем состави-
ла: 65,9 см, длина тела без хвостового плавника 
56,6 см, масса тела 4188 г, упитанность по Фуль-
тону 2,4. Длина головы в среднем составляет 
24,38%.

Зрелые половые продукты самцов карпа по-
лучали после гормональной стимуляции путем 
сцеживания. Визуальная оценка качества спер-
мы по цвету и консистенции проводилась во 
время отцеживания половых продуктов. Оценка 

качества спермиев карпа по подвижности про-
водили под микроскопом по процентному от-
ношению сперматозоидов с прямолинейно-по-
ступательным движением к общему количеству 
сперматозоидов в поле зрения (рисунок 1,2).

Таблица 2 – Биологические показатели карпа Карагандин-
ского рыбопитомника, n=15 

Признаки min-max M±m

L, см 57-76 65,93±5,53
l, см 49-66 56,60±5,22
Q, г 3130-5185 4188,2±608,50

Fulton 1,83-2,89 2,36±0,30
В %

lc, см 21,53-28,30 24,38±1,37
Примечание: * L – общая длина рыбы; l-длина тела 
без хвостового плавника; Q – полная масса, Fulton – 
коэффициент упитанности по Фультону, lc – длина головы.

Рисунок 1 – Нативная сперма карпа Рисунок 2 – Подвижность спермы карпа

Таблица 3 – Оценка качества свежеполученной спермы карпа в зависимости от скорости выживания и подвижности спер-
миев карповых рыб

Группы рыб Объем, мл Концентрация, в 
млн/мм3

Подвижность 
спермиев, %

Скорость выживаемо-
сти спермиев, с

Качество спермы в 
баллах

1 (смесь спермы 3 
самцов) 108±0,1 21,10±0,45 90±0,3 70±0,12 5

2 (смесь спермы 2 
самцов) 58±0,2 20,50±0,28 87±0,5 65±0,11 5

3 (смесь спермы 2 
самцов) 55±0,4 20,75±0,39 93±0,2 75±0,05 5

4 (смесь спермы 2 
самцов) 63±0,2 20,68±0,51 83±0,2 60±0,13 5

5 (смесь спермы 3 
самцов) 80±0,3 22,01±0,25 86±0,3 62±0,11 5

6 (смесь спермы 3 
самцов) 95±0,1 20,11±0,31 92±0,1 75±0,12 5
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Для эксперимента по криоконсервации были 
отобраны образцы спермы со 100%-ной подвиж-
ностью. 

Для проведения исследований были выбра-
ны 15 самцов карпа, отобрано путем сцеживания 
от 20мл до 50мл спермы от каждого самца кар-
па. В последующем от спермы 15 самцов после 
оценки нативной спермы по подвижности сфор-
мированы 6 групп (в 1 группу входила сперма по 
2 -3 самца). Оценка качества свежеполученной 
спермы карпа представлена в таблице 3.

В таблице 3 представлены основные каче-
ственные показатели свежеполученной спермы 
карпа, полученные путем сцеживания, из образ-
цов сперм сгруппированы для дальнейшей замо-
розки, при котором учитывались качественные 
показатели спермы каждого самца.

Процесс замораживания спермы карпа про-
изводился по следующей схеме: разбавление 
спермы с криозащитной средой, эквилибрация, 
замораживание, дефростирование. Разбавление 
спермы карпа с криопротектором производилась 
в соотношении 1:1. Криозащитная среда добав-
лялась медленно при непрерывном помешива-
нии. Во время проведения заморозки спермы 
карпа было использовано 2 вида криопротекто-
ра. Первый криопротектор состоял из водного 
раствора, содержавший 0,73% хлорида натрия, 
0,04% хлорида калия, 0,0115% сахарозы, 0,23% 
гидрокорбаната натрия и 10% этиленгликоля. 
Второй криопротектор состоял из водного рас-
твора, содержащий 0,036% хлорида натрия, 0,1% 
хлорида калия, 0,002% гидрокорбаната натрия и 
10% ДМСО. Полученную смесь спермы разлили 

по криопробиркам и замораживали, применяя 
ступенчатое замораживание в парах жидкого 
азота. Замораживание осуществляли в три этапа: 
6 ºС/мин в течение 6 минут, 10 ºС/мин, в тече-
ние 4 минут, а затем плавно погружали в жидкий 
азот, находящийся в сосуде Дьюара. Разморажи-
вание спермы осуществляли, извлекая пробир-
ки с замороженной спермой из жидкого азота 
и помещая их в водяную баню с температурой 
38-40°С, одновременно встряхивали в течение 
20-40с до появления в них жидкой фазы. В раз-
мороженных образцах определяли количество 
подвижных сперматозоидов.

Во время проведения научных исследова-
ний нами был создан банк половых продуктов 
самцов карпа, отобранных в Карагандинском 
рыбопитомнике. Половые продукты (молоки) 
были помещены в сосуды Дьюара заполненные 
жидким азотом. Температура хранения половых 
продуктов в жидком азоте составляла -196℃.

Оценку качества спермы карпа проводили 
перед замораживанием на нативной сперме и 
после на дефростированной сперме, затем через 
час и через месяц после заморозки. При изуче-
нии качества спермы применялся метод опреде-
ления по 5 бальной шкале Персова. 

За активностью спермиев следили через 
тpинoкуляpный микpocкoп c кaмepoй и пpoг-
paммным oбecпeчeниeм CEROS кoм пьютepнoй 
тeхнoлoгии cиcтeмы CASA (IMV-technologies, 
Фpaнция). Продолжительность активности спер-
матозоидов замеряли секундомером. 

Показатели качества спермы карпа до замо-
розки и после с применением криопротектора 
этиленгликоль 10% отображены в таблице 4.

Таблица 4 – Оценка качества спермы на основе криопротектора с 10% этиленгликолем

Оценка качества Нативная сперма После замораживания Через час после 
заморозки

Через месяц после 
заморозки

По шкале Персова 5 4 4 4
Время активности, с 71 66 54 51

Как видно на таблице 4 до заморозки актив-
ность спермиев составляла 5 баллов по шкале 
Персова, это означает что сперма отличного ка-
чества (заметна подвижность всех спермиев), а 
после этот показатель снизился до 4. По времени 
активности спермиев, так же показывают отлич-
ный результат. Возможно это связано с добавле-
нием сахарозы. Ведь базовый раствор благопри-

ятно влияет на среду обитания спермиев как до 
заморозки проникая внутрь клетки, предотвра-
щая разрушение при глубокой заморозке, а так-
же после размораживания являясь питательной 
средой для клеток после температурного шока. 

Показатели качества спермы карпа до замо-
розки и после с применением криопротектора 
ДМСО отображены в таблице 5. 
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Таблица 5 – Оценка качества спермы на основе криопротектора с ДМСО 10%

Оценка качества Нативная сперма После замораживания Через час после 
заморозки

Через месяц после 
заморозки

По шкале Персова 5 4 4 4
Время активности, с 69 61 48 46

Как видно из таблицы 5, дефростированная 
сперма карпа с содержанием криопротектора 
ДМСО 10% имеют оценку 4 балла. По времени 
активности спермы мы так же наблюдаем из-

менения в пробах после размораживания, время 
жизни спермиев сократилось на 23 секунды. 

Время активности спермиев наглядно ото-
бражено на рисунке 3. 

Рисунок 3 – Время активности спермиев до заморозки и после размораживания

Сравнивая эти показатели можно сделать 
вывод, что использование криопротектора на 
основе 10% этиленгликоля является наиболее 
оптимальным, по сравнению с 10% содержани-
ем ДМСО. Исходя из данных диаграммы можно 

утверждать, что способность к выживанию спер-
миев с добавлением базового раствора для крио-
консервации в составе сахарозы, увеличивается. 

Оценка качества дефростированной спермы 
приведена на рисунках 4 и 5. 

Рисунок 4 – Дефростированная сперма карпа  
на основе этиленгликоля

Рисунок 5 – Подвижность дефростированной 
спермы карпа на основе этиленгликоля
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Как видно из рисунков 4 и 5 подвижность и 
жизнеспособность сперматозоидов были в пре-
делах 4 баллов, со временем активности 51-54с, 
замороженных криопротекторм на основе 10% 
этиленгликоля. 

Таким образом использование 10% этилен-
гликоля в сравнении с 10% ДМСО является бо-
лее эффективным для замораживания спермы 
карпа, так как он снижает осмотический и окис-
лительный стресс, испытываемый клетками во-
время криоконсервации. 

 
Заключение

Криоконсервация остается одним из наибо-
лее привлекательных и быстроразвивающихся 
направлений сохранения редких и исчезающих 
видов. Наличие в криобанке генофонда племен-
ного материала рыб на рыбоводных заводах по-
зволяет с максимальным эффектом сохранить 
генетическое разнообразие этих промысловых 
объектов. 

По результатам оценки качества половых 
клеток до и после замораживания спермы кар-
па, было установлено, что способность к выжи-
ванию спермиев с использованием криораство-
ра 10% этиленгликоля с добавлением сахарозы 
выше, чем показатели качества спермы карпа до 
заморозки и после с применением криопротек-
тора ДМСО 10%. 

Таким образом использование этиленглико-
ля с сахарозой в сравнении с ДМСО является 
более эффективным для замораживания спермы 
карпа, а также увеличивает вероятность благо-
получного оплодотворения и выхода жизнеспо-
собных особей карпа.

В результате проведения научных исследо-
ваний установлена эффективность снижения 

объемов отравляющих веществ в составе кри-
озащитной среды для сперматозоидов карпа, 
что в свою очередь уменьшило токсическое 
действие последней на объект. Полученные 
результаты позволяют рекомендовать коррек-
тировку концентрации проникающих протек-
торов в криозащитном растворе в зависимости 
от количества внутриклеточной воды для повы-
шения выживаемости репродуктивных клеток 
самцов рыб после двойного температурного 
шока. 

Криоконсервация спермы карповых рыб при 
использовании криопротектора на основе с 10% 
этиленгликоля и получение вполне жизнеспо-
собного потомства из области одиночных ла-
бораторных экспериментов переходит в разряд 
высокотехнологичной аквакультуры.
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