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Аннотация
Обоснование. Исследования по применению молекулярного водорода в 

качестве криопротектора для сперматозоидов крупного рогатого скота проде-
монстрировали положительные результаты, отмечено повышение подвижно-
сти и жизнеспособности клеток, стабилизация их мембран. Несмотря на это, 
механизмы действия молекулярного водорода на сперматозоиды остаются не 
до конца выясненными.

Цель. Исследование механизмов воздействия молекулярного водорода и 
ингибитора протеинкиназы С – стауроспорина на функциональную актив-
ность сперматозоидов крупного рогатого скота.

Материалы и методы. Объектом исследования послужили образцы спер-
мы голштинизированных быков, подвергнутые различной обработке. Исполь-
зовали сперму, разбавленную стандартным разбавителем «BioXcell»; сперму, 
разбавленную разбавителем «BioXcell», обогащенным молекулярным водоро-
дом; сперму, инкубированную с использованием стауроспорина – ингибитора 
протеинкиназы С; сперму, обработанную молекулярным водородом и последу-
ющей инкубацией стауроспорином. Для каждого образца в спермиях проведен 
анализ кинетических показателей, энергетического статуса и интенсивности 
протекания свободнорадикальных процессов.

Результаты. В присутствии ингибитора протеинкиназы С – стауроспо-
рина отмечали снижение метаболических и кинетических показателей спер-
матозоидов, что подтверждает непосредственное участие протеинкиназы С в 
поддержании структурно-функциональной целостности и активности спер-
матозоидов. Молекулярный водород в присутствии стауроспорина положи-
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тельно влиял на исследуемые параметры спермиев быков, следовательно в 
трансдукции индуцируемых молекулярным водородом сигналов, помимо про-
теинкиназы С, задействованы и другие механизмы, которые нечувствительные 
к стауроспорину. 

Заключение. Идентификация механизмов, детерминирующих стимулиру-
ющие эффекты молекулярного водорода на сперматозоиды быков, позволит 
улучшить параметры свежей спермы и технологию криоконсервации спермы. 

Ключевые слова: молекулярный водород; сперматозоиды; стауроспорин; 
протеинкиназа С; малоновый диальдегид; подвижность; АТФ
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Abstract
Background. Studies on the use of molecular hydrogen as a cryoprotector for 

cattle spermatozoa have shown positive results, an increase in cell mobility and 
viability, and stabilization of their membranes have been noted. Despite this, the 
mechanisms of action of molecular hydrogen on spermatozoa remain unclear. 

Purpose. Investigation of the mechanisms of action of molecular hydrogen 
and the inhibitor of protein kinase C – staurosporin on the functional activity of 
bovine sperm. 

Materials and methods. The object of the study was semen samples from 
Holstinized bulls, subjected to various treatments. Sperm diluted with a standard 
diluent “BioXcell” was used; sperm diluted with a diluent “BioXcell” enriched 
with molecular hydrogen; sperm incubated using staurosporin – a protein kinase C 
inhibitor; sperm treated with molecular hydrogen and subsequent incubation with 
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staurosporin. For each sample in the sperm, an analysis of kinetic parameters, en-
ergy status and intensity of free radical processes was carried out. 

Results. The inhibitor of proteinkinase C – staurosporin reduced the metabolic 
and kinetic parameters of spermatozoa, which confirms the direct participation of 
proteinkinase C in maintaining the structural and functional integrity and activity 
of spermatozoa. Molecular hydrogen in the presence of staurosporin had a positive 
effect on the studied parameters of bovine sperm, therefore, in addition to proteink-
inase C, other mechanisms that are insensitive to staurosporin are involved in the 
transduction of molecular hydrogen-induced signals. 

Conclusion. Identification of the mechanisms determining the stimulating ef-
fects of molecular hydrogen on bull sperm will improve the parameters of fresh 
sperm and the technology of cryopreservation of bull sperm. 

Keywords: molecular hydrogen; spermatozoa; staurosporin; proteinkinase C; 
malondialdehyde; motility; ATP
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Введение
Криоконсервация спермы является важным инструментом репродук-

тивной биотехнологии, но процессы замораживания и оттаивания оказы-
вают на сперматозоиды негативное влияние [6; 7; 9; 16].

Во время замораживания и последующего оттаивания в сперматозо-
идах наблюдаются изменения осмотического баланса, окислительного 
статуса и образование внутриклеточных кристаллов льда. Все эти про-
цессы значительно снижают фертильность спермы, способность спермиев 
к оплодотворению и качество эмбрионов [1; 13; 17].

В настоящее время разработано множество криопротекторов, призван-
ных повысить выживаемость спермиев после криоконсервации. Согласно 
нашим исследованиям, одним из перспективных методов оптимизации кри-
осред является включение в их состав молекулярного водорода. Результаты 
наших исследований показали, что введение молекулярного водорода в сре-
ду для криоконсервации сперматозоидов приводит к изменению метаболи-
ческих процессов, увеличению подвижности и жизнеспособности клеток, 
стабилизации мембранных структур. Несмотря на это, точные механизмы 
действия молекулярного водорода на сперматозоиды крупного рогатого ско-
та до конца не изучены и требуют дальнейшего исследования [4; 5; 18]. 
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Оплодотворению между сперматозоидом и яйцеклеткой предшеству-
ет акросомная реакция, капацитация и связывание спермиев с блестящей 
оболочкой яйцеклетки. Известно, что протеинкиназа С (PKC) участвует в 
регуляции капацитации, в связывании с блестящей оболочкой, регулирует 
течение акросомной реакции [10]. 

В сперматозоидах быков протеинкиназа С расположена преимуществен-
но в верхней области акросомы и в основной части хвоста [11; 12; 20]. 

Стауроспорин является ингибиторов протеинкиназы C по смешанному 
механизму [10]. Стауроспорин связывается с комплексом протеинкиназа 
Cа2+Mg-ATP+гистон III-S, который не может распасться на продукты [21]. 

Цель нашего исследования – исследование механизмов воздействия мо-
лекулярного водорода и ингибитора протеинкиназы С – стауроспорина 
на функциональную активность сперматозоидов крупного рогатого скота.

Материалы и методы исследования
Исследования проведены в ООО Племпредприятие «Нижегородское». 

В исследовании были использованы образцы спермы 20 чёрно-пёстрых 
голштинизированных быков в возрасте трех лет, весом от 900-1100 кг. 
Образцы спермы были полученны непосредственно перед началом ис-
следования. Все животные содержались в идентичных условиях, соответ-
ствующих установленным нормам (ФГБНУ ФНЦ животноводства – ВИЖ 
им. академика Л.К. Эрнста). Сбор спермы осуществлялся согласно Наци-
ональной технологии замораживания и использования генетического ма-
териала племенных быков-производителей [8].

В исследовании использовался семенной материал с минимальным 
содержанием аномальных клеток. Для предотвращения холодового шока 
сперматозоидов все манипуляции осуществлялись с использованием тер-
мостолика. Эякулят разбавляли синтетической средой «BioXcell» (IMV 
Technologies, L’Agile, Франция). Для оценки влияния молекулярного во-
дорода на сперматозоиды в состав разбавителя «BioXcell» в качестве кри-
опротектора добавляли молекулярный водород в концентрации 1,2 мг/л. 
Молекулярный водород получали используя установку Бозон-Н-Н2/О3. 

Для отделения сперматозоидов от семенной плазмы, сперму дважды 
центрифугировали при ускорении 300g в течение десяти минут. 

В сперматозоидах определяли интенсивность протекания свободнора-
дикальных процессов путем определения в клетках концентрации малоно-
вого диальдегида (МДА) [3]. Оценку энергетического статуса проводили 
по концентрации внутриклеточного АТФ по методу И.Л. Виноградовой 
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и соавт. (1980) [2]. Ключевые показатели, определяющие фертильность 
сперматозоидов – процент общей подвижности и средняя скорость движе-
ния сперматозоидов, анализировали с помощью спермоанализатора «Био-
ла АФС-500» НПФ БИОЛА (Россия). 

Схема опыта предусматривала изучение следующих вариантов: сперма, 
разбавленная разбавителем «BioXcell» (группа I, контроль); сперма, разбав-
ленная разбавителем «BioXcell», обогащенным молекулярным водородом 
(группа II); сперма, инкубированная стауроспорином – ингибитором проте-
инкиназы С (группа III); сперма, обработанная молекулярным водородом и 
последующей инкубацией стауроспорином (группа IV). Использовали ста-
уроспорин производства фирмы Sigma (США). Концентрация стауроспо-
рина 10 нг/мл использована на основании наших предыдущих результатов. 

Для статистического анализа полученных данных применялась про-
грамма Statistica. Оценка достоверности результатов осуществлялась с ис-
пользованием t-критерия Стьюдента. Уровень статистической значимости 
был установлен на уровне 0,05.

Результаты исследования и их обсуждение 
В таблице 1 отражены данные экспериментов, где было оценено вли-

яние исследуемых соединений на интенсивность окислительного стресса 
(МДА), энергетического метаболизма (АТФ) и кинетические показатели 
(подвижность и средняя скорость движения) спермиев крупного рогато-
го скота. 

Таблица 1.
Влияние молекулярного водорода и стауроспорина                                                      

на функциональные показатели сперматозоидов, (М±m)
Условия эксперимента МДА, 

нМоль/мл
Содержа-
ние АТФ, 
мкмоль/л 

Подвиж-
ность, %

Средняя ско-
рость движе-
ния, мкм/сек

Группа I - контроль 0,61±0,32 0,79±0,09 82,51±5,95 85,62±3,54
Группа II - молекуляр-
ный водород

0,77±0,22 0,75±0,12 79,81±5,55 83,27±4,47

Группа III - стауроспо-
рин

0,65±0,43 0,34±0,04 * 62,96±4,39 * 76,28±4,17 *

Группа IV - стауроспо-
рин + молекулярный 
водород

0,58±0,29 0,54±0,11 * 70,28±5,42 * 81,43±4,16

«*» – статистически достоверные различия по сравнению с контрольной груп-
пой при уровне значимости, р≤0,05.
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В контроле (группа I) содержание МДА в среднем составило – 0,61±0,32 
нМоль/мл, АТФ ̶ 0,79±0,09 мкмоль/л, подвижность – 82,51±5,95%, средняя 
скорость движения сперматозоидов – 85,62±3,54 мкм/сек. 

Из анализа данных, представленных в таблице 1, показано, что достовер-
ных изменений анализируемых показателей между группой II и контролем не 
отмечено. Под влиянием молекулярного водорода содержание МДА в спер-
матозоидах составило 0,77±0,22 нМоль/мл, уровень аденозинтрифосфата – 
0,75±0,12 мкмоль/л. Подвижность сперматозоидов составила 79,81±5,55 %, 
средняя скорость движения сперматозоидов – 83,27±4,47 мкм/сек.

Исследования с использованием ингибитора протеинкиназы С – ста-
уроспорина (группа III) продемонстрировали достоверное уменьшение 
уровня АТФ в клетках на 57%. Также наблюдалось снижение подвижно-
сти и средней скорости движения сперматозоидов на 24% и 11% соответ-
ственно, по сравнению с контрольной группой (р≤0,05).

Наличие ингибирующего действия стауроспорина на метаболизм и кине-
тику сперматозоидов свидетельствует о том, что протеинкиназа С принимает 
непосредственное участие в функциональной активности сперматозоидов. 

В IV группе клеток, которые были предварительно обработаны моле-
кулярным водородом с последующей инкубацией стауроспорином наблю-
дались аналогичные группе III изменения энергетического метаболизма и 
кинетических показателей относительно контроля. Однако, эти изменения 
оказались менее выраженными, чем при действии стауроспорина на спер-
матозоиды. Содержание АТФ в клетках снижалось на 32 %, подвижность 
на 15 % (р≤0,05). Таким образом, эффект старуоспорина в присутствии 
молекулярного водорода снимался, это указывает на возможную роль про-
теинкиназы С в трансдукции молекулярным водородом процессов.

Заключение 
Наши исследования выявили, что включение молекулярного водорода 

в разбавитель для спермы быков не оказывает отрицательного воздействия 
на подвижность и жизнеспособность сперматозоидов. Даже при блокиро-
вании протеинкиназы С молекулярный водород оказывал положительное 
влияние на спермии быков. Это указывает на то, что в передаче сигналов, 
индуцируемых молекулярным водородом, помимо протеинкиназы С, уча-
ствуют и другие механизмы, нечувствительные к стауроспорину.

Идентификация механизмов, детерминирующих стимулирующие эффек-
ты молекулярного водорода на сперматозоиды быков, позволит улучшить па-
раметры свежей спермы и технологию криоконсервации спермы быков. 
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В свете последних научных открытий в области изучения молекуляр-
ного водорода, представляется оправданным его внедрение в животно-
водство и ветеринарную медицину. Применение молекулярного водорода 
практически не сопровождается побочными эффектами, обладает высоким 
терапевтическим потенциалом и демонстрирует благоприятное воздей-
ствие на организм [14; 15; 19].

В свете современных тенденций в области биотехники размножения 
животных, приобретает особую важность задача расширения областей 
применения молекулярного водорода. Данный вопрос представляет собой 
актуальную проблему для ветеринарной медицины и для животноводства.

Заключение комитета по этике. Исследование было проведено в пол-
ном соответствии с этическими нормами, установленными Европейской 
конвенцией о защите позвоночных животных, участвующих в экспери-
ментах или научных исследованиях (ETS №123, Страсбург, 1986), а так-
же с требованиями Приказа Министерства Здравоохранения Российской 
Федерации № 708н от 28 августа 2010 года.

Информация о конфликте интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.

Информация о спонсорстве. Исследование выполнено за счет гранта 
Российского научного фонда № 23-26-00205.
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