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Мета. У порівняльному аспекті дослідити морфофункціональний стан 
кріоконсервованоїсперми бугаїв-плідників при зберіганні протягом 6 -  27років при 
температурі -  196°С у  рідкому азоті. Методи. О б’єктом дослідження була 
заморожена сперма плідників, що зберігалася протягом 6 -  10 або 20 -  2 7 років. 
При дослідженні якісних показників деконсервованої сперми застосовували метод 
візуальної оцінки за рухливістю та виживаністю, метод диференційного 
забарвлення барвниками трипановий синій/Гімза для визначення 
морфофункціональної цілісності мембран клітин та тест на здатність до 
зв ’язування з везикулярними експлантами епітеліальних клітин яйцепроводу корів 
in vitro. Результати. Визначено, що подовження терміну зберігання спермодоз до 
20 -  27років не мало вірогідного впливу на функціональні характеристики сперміїв 
за показниками рухливості, виживаності та абсолютної виживаності. Метод 
диференційного забарвлення показав, що у  загальному розподілі частка живих 
сперміїв з неушкодженою акросомою за обох досліджуваних періодів зберігання 
вірогідно не відрізнялася й становила 61,6 -  63,9 %. Частка мертвих клітин також  
вірогідно не відрізнялася й становила 26,4 % -  при зберіганні до 10 років та 21,7 %
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-  при зберіганні понад 20 років. Не виявлено вірогідної різниці й при загальній оцінці 
відсотка сперміїв із різним ступенем пошкодження акросомальної мембрани. Цей 
показник становив відповідно 22,5 та 26,0 %. Разом з тим при подовженні терміну 
зберігання кріоконсервованої сперми до 20 -  27 років спостерігалося вірогідне 
підвищення відсотка живих сперміїв з відсутньою акросомою (р<0,01). Визначено, 
що індекс зв ’язування сперміїв з експлантами епітеліальних клітин яйцепроводу in 
vitro, був вірогідно вищим при зберіганні протягом 6-10 років й становив відповідно 
227,9±32,3 проти 114,6±19,5 при зберіганні протягом 20 -  27 років (p<0,05). 
Висновки. Застосування традиційного методу оцінки якості сперми за 
показниками рухливості, виживаності та абсолютної виживаності сперміїв не 
виявило відмінностей при зберіганні кріоконсервованої сперми протягом 
6 -  27 років. Разом із цим метод диференційного забарвлення показав вірогідне 
збільшення на 7,2 % частки живих сперміїв з відсутньою акросомою при 
подовженні терміну зберігання від 6 -  10 до 20 -  27 років. Тест на з в ’язування 
сперміїв з епітеліальними клітинами яйцепроводу in vitro продемонстрував 
вірогідне зменшення індексу з в ’язування сперміїв з  клітинними експлантами при 
довготривалому зберіганні. Це може свідчити про зниження здатності таких 
сперміїв до запліднення.

Ключові слова: бугаї-плідники, спермії, кріоконсервація, тривале зберігання, 
диференційне забарвлення, яйцепровід, з в ’язування сперміїв.
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Вступ. Біологічна наука у XX ст. внесла до галузі тваринництва 
високоефективний метод штучного осіменіння тварин. Цей метод відкрив широкі 
можливості для ведення планомірної й ефективної племінної роботи 
у тваринництві та отримання практично необмеженого числа нащадків від 
видатних плідників з високим генетичним потенціалом [1].

Важко переоцінити значення для світової практики скотарства і розширення 
селекційно-племінної роботи методу кріоконсервації сперми бугаїв, розробка 
і впровадження якого почалося з 1950-х років [2]. Завдяки цьому відкриттю 
накопичено різноманітний чисельний генетичний матеріал -  сотні мільйонів доз 
сперми від високоцінних бугаїв-плідників різних порід.

Тривале зберігання кріоконсервованої сперми набуває все більшого значення 
через те, що велике число порід і ліній тварин знаходиться під загрозою зникнення. 
Створення банку генів цінних порід різних видів сільськогосподарських тварин, що 
знаходяться на межі зникнення, є складовою частиною заходів щодо охорони 
природних багатств нашої планети [3].

Однак й дотепер, попри значні досягнення в розробці ефективних методів 
кріоконсервування сперми, рівень збереженості деконсервованих клітин зазвичай 
не перевищує 60 -  70 % [4].
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До основних кріогенних пошкоджень сперміїв відносять: роз’єднання 
процесів дихання й окисного фосфорилювання, руйнування ліпопротеїдної 
плазматичної мембрани, руйнування або ушкодження акросоми, пошкодження 
цілісності ДНК, порушення метаболізму клітини і процесів передачі клітинних 
сигналів [5, 6]. Все це зрештою може призвести до апоптозу і некротичної загибелі 
клітин. Проте ці кріогенні пошкодження не можна вважати за першопричину 
зниження рухливості й здатності деконсервованої сперми до запліднення. 
У ланцюзі взаємопов'язаних явищ, що відбуваються при заморожуванні, ці 
пошкодження є наслідком фізико-хімічних змін, які мають місце при 
заморожуванні й зберіганні сперми [4].

Згідно з літературними даними, існують різні думки про терміни і якість 
біопродукції, що зберігалася протягом тривалого часу в рідкому азоті [7-14]. 
За даними [14] кріоконсервовані чоловічі гаметоцити можуть зберігатися при -  
196 С за відповідних умов від 500 до 3400 років. Виходячи із даних [8] верхньою 
межею терміну зберігання клітин у стані анабіозу у рідкому азоті є 200 років.

У дослідженнях Leibo [9] проведених у 1994 р. було отримано живе 
потомство при використанні для запліднення поза організмом сперми плідника, що 
зберігалася протягом 37 років.

За даними Malik et al [7] життєздатність і рухливість сперміїв бугаїв- 
плідників, що зберігалися у рідному азоті протягом 6 років були вірогідно нижчими 
порівняно з тими, що перебували в рідкому азоті 1 -  2 роки. У масштабних 
дослідженнях [10] виявлено вірогідне зниження рівня отелення при використанні 
для штучного осіменіння сперми, що зберігалася 5,5 -  6,5 років порівняно 
з коротшими термінами зберігання. Виходячи з даних [11] довготривале зберігання 
(понад 30 років) може негативно впливати на сперматологічні та окисні параметри 
сперміїв бугаїв.

Таким чином, у науковій літературі не існує єдиної думки з питання впливу 
тривалості процесу зберігання замороженої сперми на її запліднювальну здатність. 
Враховуючи вищевикладене, ми дослідили у порівняльному аспекті 
морфофункціональний стан кріоконсервованої сперми бугаїв при довготривалому 
зберіганні у рідкому азоті.

Матеріали та методи досліджень. Об’єктом дослідження була 
кріоконсервована сперма бугаїв-плідників, що зберігалася у рідкому азоті протягом 
6 -  27 років. За терміном зберігання спермодози були розподілені на дві групи: 
1-ша -  зі строком зберігання 6 -  10 років, 2-га -  20 -  27 років. До кожної групи 
увійшла спермопродукція 5 різних плідників.

Експериментальні роботи із дослідження біологічних якостей замороженої 
сперми бугаїв-плідників були виконані у лабораторії екстракорпорального 
запліднення і культивування ембріонів in vitro кафедри біології тварин Луганського 
національного університету. При дослідженні якісних показників деконсервованої 
сперми плідників застосовували метод візуальної оцінки за рухливістю та 
виживаністю, метод диференційного забарвлення для визначення 
морфофункціональної цілісності мембран клітин та тест на здатність до 
зв’язування з везикулярними експлантами епітеліальних клітин яйцепроводу корів.

При мікроскопічній оцінці якості спермопродукції плідників застосовували 
традиційні методики, передбачені ДСТУ 8778:2018 (Сперма бугаїв-плідників 
заморожена. Визначення показників якості та допущення до використання. 
Технічні умови).
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Диференційне забарвлення сперміїв здійснювали за методом Kovacs- 
Foote [15]. Згідно з цією методикою розморожену спермодозу розбавляли 0,9 % 
розчином NaCl у співвідношенні 1:20. Потім краплину розбавленого зразка 
змішували на предметному склі з однією краплиною ізоосмотичного барвника 
0,2 % трипанового синього (Sigma) й робили тонкий мазок. Отриманий препарат 
протягом декілька хвилин висушували на повітрі у вертикальному положенні й для 
фіксації вміщували на 2 хв у суміш з 86 мл 1 н розчину HCl з додаванням 14 мл 
37 % розчину формальдегіду та 0,2 г барвника нейтральний червоний. Потім 
препарат споліскували проточною та дистильованою водою й забарвлювали 
у 7,5 % розчині Гімза протягом 3,5 год при температурі 37 С. Після забарвлення 
препарат для кращої диференціації витримували протягом 2 хв у дистильованій 
воді.

В отриманих диференційно забарвлених зразках деконсервованої сперми 
кожного плідника у 10 довільно вибраних полях зору підраховували не менш ніж 
200 сперміїв з використанням мікроскопа Olympus-CX41. Водночас враховували 
стан голівок та хвостів сперміїв й розподіляли їх на чотири групи:

1. живі клітини з інтактною акросомою;
2. живі клітини з пошкодженою або відсутньою акросомою;
3. мертві клітини з інтактною акросомою;
4. мертві клітини з пошкодженою або відсутньою акросомою.
Для підрахунку вищеперелічених груп клітин застосовували комп’ютерну 

програму С ^ еге їіа .
Приготування культури епітеліальних клітин яйцепроводу.
Яйцепроводи, отримані після забою корів, доставляли у лабораторію у 

фізіологічному розчині з додаванням 50 мкг/мл гентаміцину при 4°С протягом 
30 -  60 хв. У лабораторії яйцепроводи за допомогою скальпелю звільняли від 
навколишніх сполучних тканин і промивали в середовищі PBS. Розпрямлені 
яйцепроводи за допомогою стерильних ножиць розділяли на фрагменти. Епітелій 
збирали шляхом легкого зіскоблювання стерильним скальпелем. Отримані 
експланти епітеліальних клітин піддавали механічній дезагрегації шляхом 
багаторазового піпетування із 10-разовою заміною середовища PBS, та осадження 
центрифугуванням. Утворені агрегати епітеліальних клітин яйцепроводу вносили 
у лунки 24-лункового планшету з середовищем ТСМ-199+10 % фетальної 
сироватки та 1 мкг/мл гентаміцину й культивували при температурі 39оС й 100 % 
вологості та 5 % СО2 у повітрі протягом 3 діб.

Визначення індексу з в ’язуванням сперміїв з  везикулярними експлантами 
епітеліальних клітин яйцепроводу.

Досліджувані спермодози відтавали при температурі 38 оС протягом 30 сек. 
на водяній бані.

Потім відбирали 100 мкл відтанутої сперми і акуратно нашаровували на дно 
пробірки Епіндорфа з 1 мл середовища HEPES-TALP. Пробірку вміщували у 
водяну баню при температурі 37оС на 40 -  60 хв. Протягом цього часу відбувалося 
спливання життєздатних сперміїв з високою рухливістю до верхніх шарів 
середовища і їх відділення від жовтково-цитратного розріджувача. Після 
закінчення терміну інкубування, з пробірки акуратно відбирали 600 мкм 
середовища й центрифугували при 7000 об./хв протягом 3 хв.

Для отриманої суспензії сперми визначали концентрацію за допомогою 
камери Горяєва.
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Попередньо прокультивовані експланти клітин епітелію яйцепроводу 
оцінювали під мікроскопом за наявністю циліарної активності (рухливості).

Відбирали везикули з добре вираженою рухливістю й додавали 100 мкл 
суспензії таких клітин до 350 мкл середовища культивування у 4-лункові 
планшети.

У кожну лунку вносили аліквоту суспензії сперміїв із розрахунку кінцевої 
концентрації 1х106 сперміїв/мл й інкубували спільно з везикулярними експлантами 
клітин яйцепроводу при 39оС й 5 % СО2 в газовій фазі протягом 2 годин.

По закінченню терміну спільного інкубування клітин, з лунки планшета 
відбирали 300 мкл середовища, що містило сперміїв, які не зв’язалися з клітинами 
яйцепроводу.

Везикули клітин яйцепроводу зі сперміями, що зв’язалися досліджували під 
мікроскопом Olympus CX41 при збільшенні х100. За допомогою цифрової камери, 
приєднаної до мікроскопа, отримували мікрофото клітин, на яких надалі 
з використання комп’ютерної програми ”DP-SOFT” вимірювали значення площі 
поверхні везикул епітелію і підраховували кількість сперматозоїдів, що зв’язалися. 
На основі отриманих даних розраховували індекс зв’язування (ІЗ) як середню 
кількість сперміїв, що зв’язалися на 0,1 мм2 площі поверхні везикулярних 
експлантів [16].

Отриманий цифровий матеріал опрацьовували статистично за допомогою 
програми Microsoft Office Excel.

Результати дослідження та їх обговорення. Оцінка якості деконсервованої 
сперми у виробничих умовах зазвичай передбачає мікроскопічне дослідження 
рухливості та виживаності сперміїв. Враховуючи це, у першій серії досліджень 
нами було оцінено вплив терміну зберігання замороженої сперми бугаїв-плідників 
на показники рухливості, виживаності та абсолютної виживаності клітин (табл. 1).
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Таблиця 1. Показники функціональної якості кріоконсервованої сперми 
бугаїв-плідників за різного терміну її зберігання

Термін
зберігання
спермодоз

Рухливість, бали Виживаність, год
Абсолютна 

виживаність, 
ум. од.

6 -  10 років 4,8+0,21 4,7+0,17 18,5+0,53
20 -  27 років 4,7+0,14 4,2+0,23 18,3+0,41

Визначено, що подовження терміну зберігання спермодоз при температурі -  
196 С від 6 -  10 до 20 -  27 років не мало вірогідного впливу на функціональні 
характеристики сперміїв за досліджуваними показниками. Разом з тим рухливість 
та виживаність сперміїв свідчить лише про їх потенційну здатність до нормального 
переміщання репродуктивним трактом самиць при штучному осіменінні й не є 
надійним маркером результативного запліднення.

Відомо, що лише наявність інтактної акросоми сперміїв призводить до 
успішного запліднення після активації акросомної реакції у відповідний час 
з наступним вивільненням комплексу ферментів, які полегшують проходження 
сперматозоїдом шарів клітин кумулюсу та пенетрацію zona pellucida. Враховуючи
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це, нами було застосоване диференційне забарвлення клітин, що дозволяє оцінити 
стан їх мембранного апарату і, в першу чергу, акросоми.

Згідно з методикою диференційного забарвлення барвниками трипановий 
синій/Гімза клітини було поділено на наступні категорії:

• мертві спермії з відсутньою акросомою (МВА) -  мають незабарвлену 
ділянку акросоми та забарвлений у фіолетовий колір постнуклеарний регіон;

• живі клітини з відсутньою акросомою (ЖВА) -  характеризуються 
відсутністю забарвлення обох ділянок;

• мертві спермії з пошкодженою акросомою (МПА) -  мають інтенсивно 
забарвлені у фіолетовий колір акросому та постнуклеарний регіон;

• живі спермії з інтактною акросомою (ЖВА) -  мають забарвлену у бузковий 
колір акросому та незабарвлений постнуклеарний регіон;

• мертві клітини з інтактною акросомою (МІА) -  характеризуються 
забарвленням у блідо-бузковий колір акросоми та у фіолетовий -  постнуклеарного 
регіону.
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1 -  МВА 2 -  ЖВА МПА

МІА ЖІА

Рис. 1. Мікрофото диференційно забарвлених сперміїв (х100)

Отримані результати (рис. 2) свідчать, що у загальному розподілі частка 
живих сперміїв з неушкодженою акросомою за обох досліджуваних строків 
зберігання вірогідно не відрізнялася.
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Рис. 2 Розподіл диференційно забарвлених сперміїв за різних термінів 
зберігання заморожених спермодоз бугаїв-плідників

Частка мертвих клітин також вірогідно не відрізнялася й становила 26,4 % -  
при зберіганні до 10 років та 21,7 % -  при зберіганні понад 20 років. Не виявлено 
вірогідної різниці між термінами зберігання і при загальній оцінці відсотка сперміїв 
із різним ступенем пошкодження акросомальної мембрани. Цей показник становив 
відповідно 22,5 та 26,0 %. Разом з тим при подовженні терміну зберігання 
кріоконсервованої сперми до 20 -  27 років спостерігалося вірогідне підвищення 
відсотка живих сперміїв з відсутньою акросомою (р<0,01). Тоді як менш тривале 
зберігання спермодоз при температурі рідкого азоту характеризувалося вірогідно 
більшою часткою мертвих сперміїв з відсутньою або пошкодженою 
акросомою (р<0,05).

Переміщення сперматозоїдів репродуктивним трактом самиці, й особливо 
яйцепроводом, є комплексним процесом. Так у великих ссавців, до яких належать 
і сільськогосподарські тварини, в осіменінні бере участь декілька мільйонів 
сперміїв. Водночас тільки декілька тисяч досягають істмусової частини 
яйцепроводу самки, де більшість із них формує накопичувальний (резервний) пул 
сперміїв. У подальшому під час запліднення лише дуже незначна їх частина досягає 
ампульно-істмусового з ’єднання яйцепроводу [17].

Вважають, що накопичувальний пул сперміїв може виконувати ряд функцій: 
запобігати поліспермному заплідненню внаслідок того, що лише декілька 
сперматозоїдів у певний час здатні досягти ооцита в ампульній частині 
яйцепроводу; підтримувати запліднювальну здатність сперміїв у проміжок часу від 
настання еструсу до безпосередньо запліднення ооцита; регулювати процеси 
капацитації та гіперактивації сперматозоїдів внаслідок створення специфічного 
мікрооточення у межах сформованого резерву сперматозоїдів [18].

Накопичувальний пул сперміїв формується шляхом їх зв’язування 
з апікальною плазматичною мембраною циліарних та секреторних епітеліальних 
клітин яйцепроводу. Спермії бугаїв можуть залишатися у такому стані приблизно 
18 год й вивільнятися зі зв’язку із клітинами яйцепроводу лише під час 
овуляції [19]. Таким чином, порушення здатності сперміїв до формування
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накопичувального пулу через недостатню їх кількість, або нездатність до 
тривалого зв’язування негативно впливає на процес запліднюваності самок 
in vivo [20].

Установлено, що лише спермії з інтактною акросомою здатні до 
специфічного зв’язування з клітинами яйцепроводу. Тому для оцінки 
функціональної неушкодженості акросоми, як складової нормальної 
запліднювальної здатності деконсервованої сперми плідників, низкою дослідників 
було запропоновано тест на зв’язування сперміїв in vitro з клітинами яйцепроводу 
у вигляді моношару, або окремих везикул [21, 22].

При отриманні культури епітеліальних клітин яйцепроводу застосовують 
процедуру механічної дезагрегації клітин. У результаті цього одержують або 
окремі клітини, або фрагменти епітелію (клітинні агрегати). При подальшому 
культивуванні поза організмом окремі клітини у результаті прикріплення до дна 
культурального посуду і проліферації утворюють моношар, тоді як ріст клітинних 
експлантів проявляється в утворенні суспензії везикул, що залишаються 
неприкріпленими у культуральному середовищі.

Для стандартизування тесту на здатність сперміїв до зв’язування 
з епітеліальними клітинами яйцепроводу нами була проведена низка попередніх 
досліджень.

На першому етапі ми порівняли характер росту клітин залежно від того, 
з якої частини яйцепроводу їх було вилучено: істмусу, або одночасно ампульної 
частини та істмусу без урахування ампульно-істмусового з ’єднання.

Установлено, що при вилученні клітин як з істмусової, так і з ампульної 
частин яйцепроводу переважна їх частка при подальшому культивуванні росте 
у вигляді моношару і лише незначна частина залишається у вигляді вільних 
експлантів (рис. 3).
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Вільні везикулярні експланти Формування моношару клітин

Рис. 3 Варіанти росту епітеліальних клітин яйцепроводу корів при
культивуванні in vitro

Напроти, при вилученні клітин лише з істмусової частини подальший їх 
розвиток in vitro відбувається шляхом утворення везикул двох типів: з циліарною 
активністю, що візуально проявляється в активному обертальному русі експлантів, 
та нерухомих везикул.
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Враховуючи, що in vivo спермії зв’язуються саме з циліарними клітинами 
у подальшій роботі ми використовували для культивування in vitro епітеліальні 
клітини вилучені з каудальної частини яйцепроводу, які на третю добу 
культивування утворювали сфероїдні везикули з яскраво вираженою циліарною 
активністю.

На здатність сперміїв до зв’язування з клітинами яйцепроводу може впливати 
склад середовища інкубування, тому у наступній серії експериментів ми порівняли 
цей показник для трьох різних середовищ: середовища ВО (Brackett @ Oliphan, 
1975), ТСМ-199 з додаванням сироватки та середовища Fert-TALP.

Результати оцінювали за середньою кількістю сперміїв, що зв’язалися 
з 0,1 мм2 площі поверхні везикулярного експланту епітеліальних клітин 
яйцепроводу (індекс зв’язування). Для кожного середовища було відібрано по 
20 везикулярних експлантів діаметром 100 -  150 мкм з активним обертальним 
рухом.

Отримані дані (табл. 2) свідчать, що найвищим цей показник був за умов 
застосування середовища, що найчастіше використовується для процедури 
запліднення поза організмом -  Fert-TALP.
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Таблиця 2. Вплив складу середовища інкубації на здатність сперміїв до 
зв’язування з везикулярними експлантами клітин яйцепроводу in vitro

Середовище

Індекс зв’язування 
сперміїв з клітинними 

експлантами 
яйцепроводу

CV

Brackett @ Oliphant 36,4 ±5,3a 0,15
Fert-TALP 153,7±34,7b 0,23
TCM 199 + 10 % фетальної 
сироватки 132,3 ± 18,4b 0,14

Примітка: значення з різними суперскриптами в межах стовпця (а:Ь) різняться з 
вірогідністю p<0,05

Для середовища ТСМ 199 індекс зв'язування сперміїв був на 13,9 % нижчим 
порівняно з середовищем Fert-TALP, однак ця різниця невірогідна. Найнижчим цей 
показник виявився для середовища ВО й вірогідно значно різнився як із 
середовищем Fert-TALP, так і з середовищем 199.

Підсумовуючи отримані дані в нашій подальшій роботі при оцінці 
кріоконсервованої сперми різного терміну зберігання ми використовували 
везикулярні експланти клітин яйцепроводу у середовищі Fert-TALP з вираженою 
циліарною активністю, діаметр яких не перевищував 100 -  150 мкм (рис.4).
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Рис. 4. Мікрофото везикулярних експлантів клітин яйцепроводу при
інкубації зі сперміями

Отримані результати (табл. 3) свідчать, що за умов довготривалого 
зберігання у рідкому азоті кріоконсервованої сперми індекс зв’язування сперміїв, 
як показник їх здатності до результативного запліднення, був вірогідно (на 49,7 %, 
р<0,05) нижчим, порівняно з менш тривалим зберіганням протягом 6 -  10 років.

Таблиця 3. Вплив тривалості зберігання замороженої сперми на здатність 
сперміїв до зв’язування з епітеліальними клітинами яйцепроводу in vitro

Термін Індекс зв’язування сперміїв з клітинними
зберігання експлантами яйцепроводу
спермодоз х  + s x

Cv

6 -  10 років 227,9+32,3 a 0,14
20 -  27 років 114,6+19,5 b 0,17

Примітка: значення з різними суперскриптами в межах стовпця (а:Ь) різняться 
з вірогідністюp<0,05

Разом з тим, за даними [16] вірогідне зниження запліднювальної здатності 
сперміїв in vivo відбувається при зменшенні показника співвідношення зв’язаних 
клітин на 0,1 мм2 поверхні експланту нижче 60 сперміїв.

Таким чином, результати оцінки за диференційним забарвленням та 
здатністю до зв’язування сперміїв з везикулярними експлантами епітеліальних 
клітин яйцепроводу in vitro свідчать про негативні зміни поверхневого 
мембранного апарату сперміїв при довготривалому (понад 20 років) їх зберіганні 
за кріогенних температур.

Висновки. За показниками рухливості, виживаності та абсолютної 
виживаності сперміїв, що традиційно застосовуються при оцінці якості сперми, не 
виявлено відмін при зберіганні кріоконсервованої сперми протягом 6 -  27 років. 
Разом із цим метод диференційного забарвлення виявив вірогідне збільшення на 
7,2 % частки живих сперміїв з відсутньою акросомою при подовженні терміну 
зберігання від 6 -  10 до 20 -  27 років. За коротшого часу зберігання вірогідно 
вищим був відсоток мертвих клітин з ушкодженою або відсутньою акросомою. 
Тест на зв’язування сперміїв з епітеліальними клітинами яйцепроводу in vitro 
показав вірогідне зменшення на 49,7 % індексу зв’язування сперміїв з клітинними
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експлантами при довготривалому зберіганні. Це може свідчити про зниження 
здатності таких сперміїв до запліднення.

Перспективи подальших досліджень. Для визначення впливу терміну 
довготривалого зберігання кріоконсервованої сперми на здатність сперміїв до 
запліднення необхідно провести оцінку результативності запліднення in vitro 
та in vivo.
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EVALUATION OF THE MORPHOLOGICAL AND FUNCTIONAL STATE OF 
CRYOPRESERVED SPERM OF BULLS AT DIFFERENT PERIODS OF

LONG-TERM STORAGE

G. V. Minenko,1 N . M . B rechka,2,3 O. V. Shcherbak4
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o f  N A M S  o f  U kraine»
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Objective. To study the morphological andfunctional state o f  cryopreserved sperm 
o f bulls during storage fo r  6 -  27 years at a temperature o f  -  196 C in liquid nitrogen in 
a comparative aspect. Methods. The object o f  the study was cryopreserved semen o f  bulls 
stored fo r 6 -  10 or 20 -  27 years. In the study o f  the qualitative parameters offrozen- 
thawed spermatozoa, the method o f  visual assessment fo r  motility and survival, the 
method ofers differential staining with trypan blue/Gymza dyes to determine the 
morphological and functional integrity o f  cell membranes and the test fo r  the ability to 
bind to vesicular explants o f  bovine oviductal epithelial cells in vitro were used. Results. 
It was found  that the extension o f  the storage period o f  spermatozoa to 20 -  27years had 
no significant effect on the functional characteristics o f  spermatozoa in terms o f  motility, 
survival and absolute survival. The method o f  differential staining showed that the 
proportion o f  live sperm with an intact acrosome in the total distribution did not differ 
significantly in both studied storage periods and ranged from  61.6 -  63.9 %.
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The proportion o f  dead cells also did not differ significantly and was 26.4 % when stored 
fo r  up to 10 years and 21.7 % when stored fo r  more than 20 years. No significant 
difference was found  in the overall assessment o f  the percentage o f  sperm with varying 
degrees o f  acrosomal membrane damage. This figure was 22.5 and 26.0 %, respectively. 
At the same time, when the shelf life o f  cryopreserved sperm was extended to 
20 -  27 years, a significant increase in the percentage o f  live sperm with a missing 
acrosome was observed (p<0.01). It was determined that the index o f  sperm binding to 
explants o f  epithelial cells o f  the oviduct in vitro was significantly higher when storedfor 
6-10 years and was 227.9±32.3 against 114.6±19.5 when stored fo r  20 -  27 years 
(p<0.05). Conclusions. The use o f  the traditional method o f  assessing sperm quality by 
indicators o f  sperm motility, survival and absolute sperm survival did not reveal any 
differences when storing cryopreserved sperm fo r  6 -  27 years. A t the same time, the 
differential staining method showed a significant increase o f  7.2% in the proportion o f 
live sperm with a missing acrosome when the storage period was extended from  6 -  10 
to 20 -  27 years. The in vitro test fo r  sperm binding to oviduct epithelial
cells showed a significant decrease o f  almost 2 times in the index o f  sperm binding to 
cellular explants during long-term storage. This may indicate a decrease in the ability o f  
such sperm to fertilise.

Keywords: bulls, sperm, cryopreservation, long-term storage, differential 
colouration, oviduct, sperm binding.
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