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ИЗМЕНЕНИЕ МЕТАБОЛИЗМА                                 
НАТИВНЫХ И ДЕКОНСЕРВИРОВАННЫХ 

СПЕРМАТОЗОИДОВ БЫКОВ ПОД ДЕЙСТВИЕМ 
МОЛЕКУЛЯРНОГО ВОДОРОДА

М.Н. Иващенко, А.В. Дерюгина, О.Н. Ермохина, П.С. Игнатьев,              
М.И. Латушко, В.Б. Метелин,  А.А. Белов,  А.И. Ерзутов

Обоснование. Процесс хранения спермы в глубокозамороженном состо-
янии вызывает структурно-функциональные нарушения сперматозоидов, 
что снижает их оплодотворяющую способность. Основным механизмом 
негативного влияния криоконсервации на сперматозоиды является развитие 
окислительного стресса.

Молекулярный водород обладает некоторыми преимуществами как по-
тенциальная антиоксидантная молекула - это селективное воздействие на 
определенные активные формы кислорода, способностью преодолевать кле-
точные мембраны, отсутствие токсических эффектов. 

Цель. Изучение влияния молекулярного водорода на функциональный ста-
тус нативных и деконсервированных сперматозоидов быков-производителей. 

Материалы и методы. Объектом исследования были эякуляты быков 
до криоконсервации и после размораживания. Исследовали нативную раз-
бавленную разбавителем «BioXcell» сперму, нативную разбавленную разба-
вителем «BioXcell» сперму, обогащенную молекулярным водородом, сперму 
после глубокой заморозки и сперму после глубокой заморозки, предваритель-
но обработанную молекулярным водородом. В сперматозоидах определяли 
интенсивность протекания свободнорадикальных процессов  и активность 
антиоксидантных ферментов. 

Результаты. После криоконсервации спермы, процессы перекисного окис-
ления липидов в сперматозоидах значительно активируются. Увеличивается 
содержание малонового диальдегида, диеновых и триеновых конъюгатов. 
Использование молекулярного водорода для коррекции качества спермопро-
дукции после криоконсервации дало положительные результаты. Отмечено 
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снижение концентрации первичных и промежуточных продуктов перекисно-
го окисления липидов. Значительно увеличивается активность супероксид-
дисмутазы и каталазы  в сперматозоидах.

Заключение. Молекулярный водород имеет потенциал в качестве нового 
и эффективного антиоксиданта, широкое использование которого возможно 
в ветеринарных целях.
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Background. The process of storing sperm in a deeply frozen state causes 
structural and functional disorders of spermatozoa, which reduces their fertil-
izing ability. The main mechanism of the negative effect of cryopreservation on 
spermatozoa is the development of oxidative stress.

Molecular hydrogen has some advantages as a potential antioxidant mol-
ecule - it is a selective effect on certain reactive oxygen species, the ability to 
overcome cell membranes, the absence of toxic effects.

Purpose. To study the effect of molecular hydrogen on the functional status of 
native and deconserved sperm cells of breeding bulls.

Materials and methods. The object of the study was the ejaculates of bulls 
before cryopreservation and after defrosting. The native sperm diluted with the “Bi-
oXcell” diluent, the native sperm diluted with the “BioXcell” diluent enriched with 
molecular hydrogen, the sperm after deep freezing and the sperm after deep freez-
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ing pretreated with molecular hydrogen were studied. The intensity of free radical 
processes and the activity of antioxidant enzymes were determined in spermatozoa.

Results. After cryopreservation of sperm, the processes of lipid peroxidation 
in spermatozoa are significantly activated. The content of malondialdehyde, di-
ene and triene conjugates increases. The use of molecular hydrogen to correct 
the quality of sperm production after cryopreservation gave positive results. 
A decrease in the concentration of primary and intermediate products of lipid 
peroxidation was noted. The activity of superoxide dismutase and catalase in 
spermatozoa significantly increases.

Conclusion. Molecular hydrogen has the potential as a new and effective 
antioxidant, the widespread use of which is possible for veterinary purposes.

Keywords: molecular hydrogen; spermatozoa; lipid peroxidation; malondi-
aldehyde; superoxide dismutase; catalase
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Введение
Оплодотворяющая способность замороженных сперматозоидов до 

настоящего времени остается невысокой, тем не менее криоконсервация 
спермы является основным инструментом вспомогательных репродуктив-
ных технологий [4, 16, 22]. 

Одной из ведущих причин нарушения функций сперматозоидов явля-
ется окислительный стресс. Несмотря на то, что активные формы кислоро-
да необходимы для капацитации и акросомальной реакции, их избыточная 
концентрация в сочетании с ослаблением антиоксидантной защиты приво-
дит к окислительно-восстановительному дисбалансу, потери целостности 
клеточной мембраны, повышению ее проницаемости, снижению подвиж-
ности сперматозоидов, структурному повреждению ДНК [1, 8]. 

Диагностические и терапевтические стратегии при окислительном 
стрессе многообразны, но единый общепризнанный подход к решению 
этой проблемы пока не сформирован. Учитывая это, использование мо-
лекулярного водорода с широким спектром антиоксидантного действия 
на данный момент является обоснованным и безопасным вариантом при 
криоконсервации сперматозоидов на фоне развития окислительного стрес-
са [3, 5, 10, 19]. 
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Молекулярный водород избирательно нейтрализует агрессивные высо-
котоксичные •ОН и ONOO−, которые могут неконтролируемо вступать в 
реакции с нуклеиновыми кислотами, липидами и белками, вызывая фраг-
ментацию ДНК, перекисное окисление липидов и инактивацию белков. 
Молекулярный водород не нарушает функционирование сигнальных ак-
тивных форм кислорода. Это выделяет молекулярный водород из общего 
количества антиоксидантов, которые не обладают избирательным действи-
ем в отношении свободных радикалов. Известно, что, значительно сни-
жая уровень •ОН в клетках, молекулярный водород не влияет на уровень 
•О2–, Н2О2 и •NO [14, 18]. Следовательно, молекулярный водород может 
уменьшать окислительный стресс и корректировать окислительно-восста-
новительный статус клеток [17, 19]. Благодаря своим действенным ан-
тиоксидантным свойствам, молекулярный водород способен вызывать 
многочисленные метаболические эффекты в клетках [12, 15, 21].

В связи с вышеизложенным, целью нашей работы - изучение влияния 
молекулярного водорода на функциональный статус нативных и деконсер-
вированных сперматозоидов быков-производителей. 

Материалы и методы исследования
Объектом исследования были эякуляты быков до криоконсервации и 

после размораживания. Исследования проведены в ООО Племпредприя-
тие «Нижегородское» на быках-производителях чёрно-пёстрой породы. 
Была сформирована группа из 20 чёрно-пёстрых голштинизированных 
быков в возрасте 3 лет с живой массой 900-1100 кг. Условия кормления и 
содержания животных были одинаковыми и соответствовали разработан-
ным нормам (ФГБНУ ФНЦ животноводства — ВИЖ им. академика Л.К. 
Эрнста). Сбор спермы проводили в соответствии с Национальной техно-
логией замораживания и использования спермы племенных быков-про-
изводителей. 

В исследовании были использованы образцы спермы, полученные не-
посредственно перед экспериментом. От каждого быка брали два эякулята. 
Использовали семя с минимальным количеством аномальных форм кле-
ток. Исследовали по 3 образца каждого эякулята. 

Эякуляты разбавляли синтетической средой для разбавления спермы 
быков «BioXcell» (Франция). Для изучения влияния молекулярного водо-
рода на сперматозоиды использовали разбавитель для спермы «BioXcell», 
разведенный на дистиллированной воде, обогащённой молекулярным во-
дородом. Последний получали используя установку Бозон-Н-Н2/О3 (НПП 
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Эконика, Украина). Прибор позволяет получать «суперсатурированную» 
водородом воду. Концентрация молекулярного водорода в растворе на-
ходилась в пределах 1,2-1,5 мг/л. 

Далее проводили итоговое разбавление, фасовку и эквилибрацию се-
мени. Заморозку проводили в открытых гранулах. Доза одной открытой 
гранулы соответствовала ГОСТу 26030-2015 и была равна 0,2 мл. Сперма-
тозоиды замораживали в течение 7,5 минут до температуры -145°С, затем 
контейнер с образцами помещали в жидкий азот (-196°С). После оконча-
ния семидневного карантина семя, замороженное в открытых гранулах, 
было разморожено по стандартной технологии. 

Освобождение сперматозоидов от семенной плазмы осуществляли пу-
тём отмывания физиологическим раствором. 

В сперматозоидах определяли интенсивность протекания свободно-
радикальных процессов путем определения в клетках - концентрации 
малонового диальдегида (МДА), диеновых (ДК), триеновых конъюгатов 
(ТК), оснований Шиффа (ОШ). Определяли активность антиоксидантных 
ферментов - супероксиддисмутазы (СОД) и каталазы. 

Активность СОД определяли по ингибированию образования про-
дукта аутокисления адреналина (Сирота, 2016) [7]. Для определения 
активности каталазы использовали спектрофотометрический метод, 
основанный на определении скорости разложения Н2О2 каталазой ис-
следуемого образца с образованием воды и кислорода (Рецкий, 2010) [6]. 

Концентрацию малонового диальдегида в половых клетках опреде-
ляли при взаимодействии с тиобарбитуровой кислотой в кислой среде 
при температуре 90-100°C (Владимиров, Арчаков, 1972) [2]. Содержание 
диеновых конъюгатов, триеновых конъюгатов, оснований Шиффа в спер-
матозоидах устанавливали по поглощению липидным экстрактом моно-
хроматического светового потока в ультрафиолетовой области спектра 
(Хышиктуев и др., 1996) [9].

Исследовали нативную разбавленную разбавителем «BioXcell» сперму 
(группа I), нативную разбавленную разбавителем «BioXcell» сперму, обо-
гащенную молекулярным водородом (группа II), сперму после глубокой 
заморозки (группа III) и сперму после глубокой заморозки, предваритель-
но обработанную молекулярным водородом (группа IV). 

Статистическую обработку полученных данных проводили с исполь-
зованием программы Statistica, оценку достоверности – по критерию 
Стьюдента. Уровень значимости устанавливался равным 0,05. При ста-
тистической обработке от одной пробы оценивали не менее 40 клеток.
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Результаты исследования и их обсуждение 
В таблице 1 отображены показатели перекисного окисления липидов 

(ПОЛ) в изученных группах. Было установлено, что в нативных спермато-
зоидах протекает процесс ПОЛ, что подтверждается наличием первичных 
и вторичных продуктов ПОЛ (группа I). Инкубация нативных сперматозо-
идов молекулярным водородом не оказывала влияние на интенсивность 
свободнорадикальных процессов (группа II), содержание продуктов ПОЛ 
в группе II не отличалось от группы I. 

После криоконсервации спермы, процессы ПОЛ в сперматозоидах зна-
чительно активируются (группа III). Содержание диеновых и триеновых 
конъюгатов по сравнению с нативными образцами (группа I) было выше 
соответственно на 67 % и 52 % (р≤0,05). Содержание МДА в исследуемых 
образцах статистически достоверно было повышено в сравнении с натив-
ным семенем в среднем на 30 %.

Таблица 1.
Влияние молекулярного водорода на перекисное окисление липидов                           

в сперматозоидах быков

Продукты ПОЛ

Нативные 
сперма-
тозоиды, 
(группа I)

Нативные 
сперматозоиды                          
после воздей-
ствия молеку-

лярным водоро-
дом, (группа II)

Сперма-
тозоиды 

после 
криокон-
сервации, 

(группа III)

Сперматозоиды
 после воздей-

ствия молекуляр-
ным водородом и 
криоконсервации,

(группа IV)
МДА (нМоль/мл) 0,61±0,32 0,77±0,22 0,85±0,14* 0,56±0,08*,∆

Содержание ДК 
(ед.опт.пл/мг) 0,24±0,04 0,27±0,09 0,40±0,08* 0,19±0,03∆

Содержание ТК 
(ед.опт.пл/мг) 0,58±0,24 0,47±0,17 0,88±0,11* 0,27±0,05*,∆

Содержание ОШ 
(ед.опт.пл/мг) 50,17±4,87 47,24±3,21 61,21±2,46 50,50±7,02

Примечание: среднее ± SEM, «*» – статистически значимые различия по отно-
шению к группе I, р≤0,05; «∆» – статистически значимые различия между группами 
после криоконсервации (группа III и группа IV), р≤0,05. 

Использование молекулярного водорода для коррекции качества спер-
мопродукции после криоконсервации дало положительные результаты. 
Отмечено снижение концентрации первичных и промежуточных продук-
тов ПОЛ - МДА, диеновых, триеновых конъюгатов (р≤0,05) (табл. 1).

Повышение концентрации продуктов перекисного окисления липидов в 
сперматозоидах возможно связано с изменением антиоксидантной защиты 



139Siberian Journal of Life Sciences and Agriculture, Том 16, №3, 2024

в клетках. Поэтому следующим этапом в нашей работе было исследование 
активности супероксиддисмутазы и каталазы в сперматозоидах (табл. 2). 
Супероксиддисмутаза и каталаза являются важнейшими ферменты анти-
оксидантной защиты клеток. Супероксиддисмутаза – фермент, играющий 
ключевую роль в утилизации супероксидных анион-радикалов. Каталаза 
катализирует двухэлектронное восстановление пероксида водорода до Н2О. 
Доказано, активность данных ферментов в сперматозоидах положительно 
коррелирует с концентрацией и подвижностью половых клеток [12,14]. 

Было отмечено значительное увеличение активности СОД и каталазы 
в сперматозоидах после воздействия молекулярным водородом и крио-
консервации (группа IV). Активность СОД и каталазы увеличилась на 42 
% и 74 % соответственно (р≤0,05) относительно нативных сперматозои-
дов (группа I). Повышенное содержание супероксиддисмутазы в сперма-
тозоидах после криоконсервации (группа III) на 28 % вероятно является 
компенсаторной реакцией на усиление процессов перекисного окисления 
липидов в клетках, поскольку этот фермент первым вступает в процесс 
антиоксидантной защиты (табл. 2).

Таблица 2.
Влияние молекулярного водорода на антиоксидантную систему                               

в сперматозоидах быков
Активность 
фермента, 
(Е, мкат)

Натив-
ные 

сперма-
тозоиды, 
(группа I)

Нативные сперма-
тозоиды после воз-
действия молеку-

лярным водородом, 
(группа II)

Сперма-
тозоиды 

после 
криокон-
сервации, 

(группа III)

Сперматозоиды 
после воздей-

ствия молекуляр-
ным водородом и 
криоконсервации, 

(группа IV)
Каталаза, 
мкат/мг 9,03±0,76 8,76±0,54 8,48±0,82 15,78±0,71*,∆

СОД, ед.акт./
мг белка 0,61±0,08 0,56±0,09 0,78±0,09 * 0,87±0,08*,∆

Примечание: среднее ± SEM, «*» – статистически значимые различия по отно-
шению к группе I, р≤0,05; «∆» – статистически значимые различия между группа-
ми после криоконсервации (группа III и группа IV), р≤0,05. 

Полученные в ходе исследования результаты позволяют считать, что 
клеточные мембраны сперматозоидов при заморозке претерпевают зна-
чительные структурные изменения. Перекисные продукты могут оказать 
негативное влияние на подвижность и приводить к потере оплодотворя-
ющей способности сперматозоидов.
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Было установлено, что молекулярный водород предотвращает нараста-
ние метаболических нарушений, а именно повышается активность ката-
лазы и супероксиддисмутазы в сперматозоидах, снижается содержание 
диеновых и триеновых конъюгатов, малонового диальдегида в спермато-
зоидах. Таким образом, молекулярный водород оказывает положительный 
эффект на репродуктивные клетки – повышает антиокислительную актив-
ность и снижает липопероксидацию. 

Заключение 
Криоконсервация является обязательным этапом в биотехнике воспро-

изводства крупного рогатого скота. Сперма, не пригодная реализации, под-
лежит выбраковке ещё до процедуры глубокого замораживания, однако 
снижение качества спермы происходит после деконсервирования. 

При криоконсервации спермы происходит накопление продуктов пе-
рекисного окисления липидов, в частности, малонового диальдегида, 
диеновых и триеновых конъюгатов. При криоконсервации спермы ан-
тиоксидантная защита клеток ослабевает, что приводит к деструкции 
фосфолипидов и мембранных белков, нарушениям функций мембран 
сперматозоидов и, как следствие, невозможности сперматозоидов полно-
ценно выполнять свои функции [20].

Молекулярный водород способен легко проникать через клеточные 
барьеры, осуществлять нейтрализацию токсичных радикалов кислорода, 
усиливать активность антиоксидантных ферментов, выполняя цитопро-
текторное действие. 

Предполагаемый механизм действия молекулярного водорода за-
ключается в комплексном влиянии как на снижение продуктов свобод-
норадикального окисления, так и на экспрессию генов, отвечающих за 
антиоксидантный статус клеток организма. Все это способствует ниве-
лированию негативного влияния оксидативного стресса на целостность 
структуры ДНК сперматозоидов [11, 13].

Таким образом, молекулярный водород имеет потенциал в качестве 
нового и эффективного антиоксиданта, широкое использование которого 
возможно в ветеринарных целях.

Заключение комитета по этике. Исследование проводили в соот-
ветствии с требованиями Европейской конвенции о защите позвоночных 
животных, используемых для экспериментов или в научных целях (ETS 
№123, Страсбург, 1986) и Приказа МЗ РФ № 708 Н от 28 августа 2010 г.
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