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Исследована эффективность использования трех криосред — глюкозо-желточно-цитратной (ГЖЦ), Spermacare  и Upgraded B2 
INRA medium в качестве основы криоконсервантов для спермиев человека — и двух способов замораживания спермиев — с медлен-medium в качестве основы криоконсервантов для спермиев человека — и двух способов замораживания спермиев — с медлен- в качестве основы криоконсервантов для спермиев человека — и двух способов замораживания спермиев — с медлен-
ными и сверхбыстрыми скоростями охлаждения. Показан достоверно высокий процент оплодотворения ооцитов и развития эмбрионов 
при использовании сред ГЖЦ и Upgraded B2 INRA medium в сочетании со сверхбыстрыми скоростями охлаждения образцов спермы.medium в сочетании со сверхбыстрыми скоростями охлаждения образцов спермы. в сочетании со сверхбыстрыми скоростями охлаждения образцов спермы.
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There have been studied the use efficiency of three cryomedia — glucose-yolk-citrate (GYC), Spermacare and Upgraded B2 INRA medium 
as the basis of cryopreservative for human sperm cells and the two methods of sperm cells freezing with slow and ultrafast speed of cooling. 
There has been obtained significantly high percentage of oocyte fertilization and embryogenesis using GYC and Upgraded B2 INRA medium 
combined with ultrafast speeds of sperm samples cooling.
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Эмпирические методы криоконсервирования спер-
миев, разработанные в 50-х гг. ХХ в., продолжают ис-
пользоваться и сегодня, обеспечивая около 50% выжи-
ваемости и оплодотворяющей способности отогретых 
клеток, с высокой индивидуальной вариабельностью 
[1, 2]. Низкие показатели функциональной активности 
отогретых спермиев человека обусловлены отсутс-
твием оптимизации процессов криоконсервирования 
образцов, которые включают взаимодействие клеток 
с криоконсервантом, охлаждение и отогрев. Актуаль-
ность данных исследований связана не только с ис-
пользованием криоконсервированных образцов спер-
мы во вспомогательных репродуктивных технологиях, 
но и с увеличением в последнее время показаний к 
замораживанию и длительному хранению спермы че-
ловека. К остро нуждающимся в личном криобанке 
спермы относятся мужчины, состоящие в группе риска 
по медико-социальным показаниям. Это лица, кото-
рым предстоят химиотерапия или высокодозовое об-
лучение, операции на половых органах (хирургическая 
коррекция репродуктивных проблем, стерилизация, 
варикоцеле, гидроцеле и др.), лечение генетических и 
профзаболеваний, участие в боевых действиях [3, 4]. 

Существуют и особые случаи — посмертное получение 
сперматозоидов после констатации смерти мозга или в 
течение 24 ч после смерти тела [5, 6]. 

Материалы и методы. Проведено 60 циклов экстра-
корпорального оплодотворения (ЭКО) с использовани-
ем криоконсервированной спермы доноров.  Эякуляты 
оценивали согласно рекомендациям ВОЗ [7]. Яйцек-
летки аспирировали пункцией яичников у женщин пос-
ле стимуляции суперовуляции. Получено 490 ооцитов. 
В работе использовали ооциты на стадии М II.  Эмб-
рионы получены после инсеминации зрелых ооцитов 
активно-подвижными спермиями, выделенными из эя-
кулята методом центрифугирования в градиенте плот-
ности среды SupraSperm (Origio mediCult) с последую-
щим переносом трех «лучших» в полость матки. 

В качестве криоконсервантов выбраны глюкозо-жел-
точно-цитратная среда (ГЖЦ), солевой буфер на осно-
ве hEPES — SpermacarehEPES — Spermacare — Spermacaretm (Франция) и культуральная 
среда Upgraded B2 INRA medium (Франция), к которымmedium (Франция), к которым (Франция), к которым 
в качестве криопротектора был добавлен глицерин в 
следующем объеме:

Spermacaretm и Upgraded B2 INRA medium — поUpgraded B2 INRA medium — по B2 INRA medium — поB2 INRA medium — по2 INRA medium — поINRA medium — по medium — поmedium — по — по 
4,5 мл, глицерин — по 0,5 мл.

ГЖЦ: глюкоза — 1,5 г; цитрат на-
трия трехзамещенный — 1,3 г; глице-
рин — 15 мл; глицин — 1,3 г; желток 
куриного яйца — 20 мл; вода деиони-
зованная — 65 мл.

Криоконсерванты добавлялись к 
сперме так, чтобы конечная концент-
рация глицерина в замораживаемом 
образце составляла 5%. Для замора-
живания использовали медленное ох-
лаждение и сверхбыстрое. Реализация 
медленного охлаждения проводилась 
с помощью программного заморажи-
вателя Cryologic CL8800 (Австралия) 
(рис. 1), сверхбыстрые скорости ох-
лаждения достигались погружением 
образцов в охлажденный до темпе-
ратуры жидкого хладагента твердый 
хладоноситель [8].

Образцы отогревали на водяной 
бане при 37оС. О сохранности мор-
фофункциональных свойств спер-
миев после отогрева, сравнительной 
эффективности криозащитных сред 
и способов охлаждения судили по по-
казателям подвижности и переживае-
мости спермиев, а также оплодотворя-
ющей способности.

Статистическую обработку резуль-
татов проводили с помощью набора 
средств анализа компьютерной про-
граммы microsoft Excel 2007 из па-
кета программ microsoft Office 2007. 
В качестве критерия достоверности 
различий принимали уровень 95% 
(р<0,05).

результаты и обсуждение. Дан-рис. 1. Протокол медленного охлаждения образцов спермы
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ные подвижности и переживаемости отогретых спер-
миев (рис. 2) свидетельствуют о преимуществе исполь-
зования ГЖЦ в качестве среды для замораживания 
образцов. Реализация криозащитных свойств этого 
криоконсерванта позволила получить высокий процент 
подвижных спермиев для двух режимов охлаждения.  
Для двух других криозащитных сред наиболее опти-
мальным оказался способ сверхбыстрого охлаждения. 
Мы полагаем, что сочетание непроникающих криопро-
текторов из яичного желтка и глицерина обеспечивает 
достаточный уровень криозащиты среды ГЦЖ. Высо-
кие показатели криозащиты были зафиксированы и 
для криоконсерванта на основе культуральной среды 
Upgraded B2 INRA medium. Самые низкие показате-
ли подвижности и переживаемости отогретых образ-
цов спермы получены в случае использования среды 
Spermacare. Данная тенденция прослеживалась как 
при сверхбыстром охлаждении образцов, так и в слу-
чае программного замораживания.

Таким образом, криоконсерванты, содержащие в 
своем составе определенное количество белковых 
фракций (ГЖЦ, Upgraded B2 INRA medium), в отличие 
от среды с солевым буфером (Spermacare), проявляли 
достоверно более высокую степень криозащиты спер-
миев. Переживаемость клеток имела сходную динами-
ку и не зависела статистически значимо от способа ох-
лаждения и использованных криозащитных сред.

Данные оплодотворяющей способности спермиев 
(см. таблицу) убедительно свидетельствуют, что ис-
пользование активно-подвижной фракции криокон-
сервированных клеток, выделенных из отогретых об-
разцов, где в качестве криоконсерванта применялись 
среды ГЖЦ и Upgraded B2 INRA medium, дает досто-

верно высокий процент оплодотворенных ооцитов. 
Использование  криоконсерванта на основе солевого 
буфера Spermacare приводит к низким показателям 
оплодотворения ооцитов отогретыми спермиями. В не-
которых случаях по показателям качества отогретых 
образцов спермы выполнялась интрацитоплазматичес-
кая инъекция спермия в ооцит (ICSI).

Мы полагаем, что важным этапом использования 
криоконсервированных спермиев для оплодотворения 
ооцитов является не столько реализация криозащиты 
на этапах охлаждения клеточной суспензии, сколько 
обеспечение процессов искусственной капацитации 
спермиев при их эквилибрации в криозащитной среде. 
Использование сверхбыстрых (5000оС/мин) скоростей 
охлаждения спермиев увеличивает процент оплодотво-
рения.

Заключение. Различия в эффективности криозащит-
ных сред по данным подвижности и переживаемости 
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нативная суспензия;           — ГЖЦ;         — Spermaсare;  — INRA

рис. 2. Данные подвижности и переживаемости отогретых спермиев после криоконсервирова-
ния в условиях сверхбыстрого (а) и программного (б) охлаждения с использованием разных 
криозащитных сред

Данные оплодотворяющей способности спермиев крио-
консервированных с использованием разных криокон-
сервантов и двух режимов охлаждения, %

Стадия 
дробления

ГЖЦ
Upgraded b2 
INRA mediummedium

spermacare

Медленное охлаждение
Пронуклеусы 85,3±2,2 75,5±2,1 60,1±1,8*
4 бластомера 80,1±3,2 70,5±3,2 52,2±2,2
8 бластомеров 80,2±2,1 68,7±2,9 50,0±2,6

Сверхбыстрое охлаждение
Пронуклеусы 95,0±2,2 85,3±1,9 70,5±1,8
4 бластомера 90,6±2,0 82,0±4,2 65,0±3,6
8 бластомеров 90,1±2,8 80,3±2,7 65,2±3,9

* Проводилась процедура ICSI.
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спермиев прямо пропорциональны оплодотворяющей 
способности ооцитов и развитию эмбрионов. Исполь-
зование криоконсервантов на основе культуральных 
сред, содержащих биологически активные вещества, 
наиболее целесообразно. Можно предположить, что 
сверхбыстрое охлаждение образцов приводит к витри-
фикации, что повышает сохранность спермиев после 
отогрева и является более эффективным методом замо-
раживания по сравнению с медленным охлаждением.
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