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Аннотация. Оценено влияние различных концентраций (10; 11,1; 15,5; 21; 26,5; 32 %) диметилсульфоксида 
(ДМСО) в составе криосреды на способность дефростированной спермы белуги утилизировать супероксид-
ный анион-радикал, пероксид водорода и оксид азота, а также на уровень пероксидного окисления липидов 
спермы. Показано, что во всем исследуемом интервале концентраций ДМСО дефростированная после хране-
ния в жидком азоте в течение 3-х суток сперма белуги сохраняет способность утилизировать супероксидный 
анион-радикал и пероксид водорода, при этом наблюдается промотирование генерирования оксида азота из 
нитропруссида натрия, что может свидетельствовать о модулировании активности дефростированной спермы 
белуги, учитывая разнонаправленное изменение концентраций данных активных метаболитов кислорода  
в процессе криоконсервации. С повышением концентрации криопротектора супероксид анион-радикал-
перехватывающая активность половых клеток возрастает, способность промотировать генерирование оксида 
азота снижается, пероксид водорода-перехватывающая активность изменяется неоднозначно. Обнаружено 
промотирование интенсивности пероксидации липидов дефростированной спермы белуги при увеличении 
концентрации ДМСО в криосреде. Во всех случаях полученные зависимости не являются монотонными, что, 
предположительно, связано с мультимодальностью данного криоагента. Установлены оптимальные концен-
трации ДМСО в криозащитной среде, составляющие 15,5 и 26,5 % для стимуляции супероксидной анион-
радикал- и пероксид водорода-утилизирующей активности соответственно, а также исходная концентрация 
ДМСО в криосреде (10 %) для промотирования генерирования оксида азота дефростированной спермой белу-
ги, обеспечивающая наименьший уровень пероксидации липидов спермы рыб.  
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роксид водорода, оксид азота, пероксидное окисление липидов  
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Effect of different concentrations of dimethyl sulfoxide  
in the cryoprotective medium on the antioxidant status of beluga sperm 
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Abstract. The effect of different concentrations (10, 11.1, 15.5, 21, 26.5, 32%) of dimethyl sulfoxide (DMSO) in the 
cryomedium on the ability of defrosted beluga sperm to utilize superoxide anion radical, hydrogen peroxide and nitric 
oxide, as well as on the level of lipid peroxidation in sperm was estimated. The work showed that in the entire studied 
range of DMSO concentrations, defrosted beluga sperm after storage in liquid nitrogen for 3 days retains the ability to 
utilize superoxide anion radical and hydrogen peroxide, while promotion of nitric oxide generation from sodium ni-
troprusside is observed, which may indicate modulation of the activity of defrosted beluga sperm, taking into account 
the multidirectional change in the concentrations of these active oxygen metabolites during cryopreservation. With in-
creasing concentration of cryoprotector, superoxide anion-radical-intercepting activity of germ cells increases, the 
ability to promote generation of nitric oxide decreases, hydrogen peroxide-intercepting activity changes ambiguously. 
Promotion of intensity of lipid peroxidation of defrosted beluga sperm with increasing concentration of DMSO in cry-
omedium was found. In all cases, the obtained dependences are not monotonic, which is presumably due to the multi-
modality of this cryoagent. In the work, optimal concentrations of DMSO in the cryoprotective medium were estab-
lished, amounting to 15.5 and 26.5% for stimulation of superoxide anion-radical- and hydrogen peroxide-utilizing ac-
tivity, respectively, as well as the initial concentration of DMSO in the cryomedium (10%) for promotion of genera-
tion of nitric oxide by defrosted beluga sperm, providing the lowest level of lipid peroxidation of fish sperm.  

Keywords: beluga sperm, cryopreservation, dimethyl sulfoxide, superoxide anion radical, hydrogen peroxide, nitric 
oxide, lipid peroxidation 
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Введение 
Значительный потенциал для восстановления 

популяций осетровых рыб, сохранения их гено-
фонда имеет криоконсервация спермы [1]. Однако 
известно, что репродуктивные клетки самцов осет-
ровых обладают низкой криорезистентностью [2]. 
Успех криоконсервации во многом определяется 
составом криозащитной среды, подбором криопро-
тектора и его оптимальной концентрации [3]. Из-
вестным, широко используемым протектором при 
криоконсервации спермы рыб, в том числе осетро-
вых, является диметилсульфоксид (ДМСО) [4]. 
Данное соединение относится к проникающим 
криопротекторам, которые обеспечивают внутри-
клеточную защиту. Связывая молекулы воды по-
средством образования водородных связей, ДМСО 
препятствует оттоку воды из цитоплазмы во время 
замораживания, при кристаллизации обеспечивает 
образование малотравматичной для клеток струк-
туры [5]. Тем не менее известно и о цитотоксиче-
ском действии ДМСО [6], в том числе на сперма-
тозоиды осетровых [7].  

Исследование  механизма  токсичности  данного  

соединения показало, что ДМСО способен влиять на 
липид-липидные и липид-белковые взаимодейст- 
вия [6], дестабилизировать мембрану репродуктив-
ных клеток [8], вызывать денатурацию белков [9]. 
Для снижения токсического действия ДМСО необ-
ходимо подобрать его оптимальную концентрацию, 
при которой криопротектор будет проявлять крио-
защитные свойства при минимальном повреждаю-
щем действии на сперму рыб. На данный момент 
литературные данные об оптимальной концентра-
ции ДМСО при криосохранении сперматозоидов 
осетровых крайне противоречивы [10–13], кроме 
того, в проведенных исследованиях изучали влия-
ние различных концентраций ДМСО только на по-
движность и фертильность половых клеток, не вы-
являя повреждение сперматозоидов рыб на молеку-
лярном уровне.  

Насколько нам известно, не проводились иссле-
дования по влиянию различных концентраций 
ДМСО в составе криосреды на функционирование 
системы антиоксидантной защиты репродуктивных 
клеток в условиях криоконсервации. Между тем 
криорезистентность спермы рыб во многом зависит 



Vestnik of Astrakhan State Technical University. Series: Fishing industry. 2025. N. 2 

ISSN 2073-5529 (Print), ISSN 2309-978X (Online) 

Commodity aquaculture and artificial reproduction of hydrobionts 

 

 
 

49 

K
olum

bet A
. D

., K
olyada M

. N
., O

sipova V
. P

., Z
aitsev V

. F
. E

ffect of different concentrations of dim
ethyl sulfoxide in the cryoprotective m

edium
 on the antioxidant status of beluga sperm

 

от способности клеток противостоять окислитель-
ным повреждениям, учитывая высокий риск разви-
тия окислительного стресса в репродуктивных клет-
ках из-за гиперпродукции активных форм кислорода 
(АФК) при криоконсервации [14]. Также важно учи-
тывать, что реальная концентрация ДМСО в крио-
защитной среде может увеличиваться при использо-
вании данного соединения в качестве растворителя 
антиоксидантов, внесение которых в базовые крио-
защитные среды в последнее время становится ру-
тинной процедурой [15]. 

Целью данной работы является определение 
влияния различных концентраций ДМСО (10; 11,1; 
15,5; 21; 26,5; 32 %) в составе криосреды на утили-
зирующую активность дефростированной спермы 
белуги (Huso huso Linnaeus, 1758) в отношении та-
ких АФК, как супероксидный анион-радикал (О2

–•), 
пероксид водорода (Н2О2) и оксид азота (NO),  
а также уровень пероксидного окисления липидов 
(ПОЛ).  

 
Материалы и методы 
Реагенты и растворы. В работе использовались 

коммерчески доступные реагенты (Sigma-Aldrich, 
США) без дополнительной очистки. В состав базо-
вой криосреды входили следующие компоненты:  
10 % яичного желтка, 10 % ДМСО, 5 ммоль/л KCl, 
130 ммоль/л NaCl, 20 ммоль/л NaHCO3 и 5,5 ммоль/л 
глюкозы [16]. Для работы были использованы мик-
ропланшетный спектрофотометр FlexA-200HT (Ки-
тай) и центрифуга с охлаждением GTR116C (Китай). 

Сбор спермы. Объектом исследования являлась 
сперма белуги (Huso huso Linnaeus, 1758), полу-
ченная в середине мая 2024 г. от 3-х самцов 18–24 
лет. Самцам белуги вводили однократную инъек-
цию LH-RHa (лютеинизирующий гормон – рили-
зинг-гормон этиламид). Сперму, собранную при-
жизненно с использованием катетера, охлаждали 
(8 ± 2 ºС) и доставляли в лабораторию в термокон-
тейнере. Все протоколы исследований выполня-
лись в соответствии с рекомендациями Комиссии 
по биоэтике Федерального государственного бюд-
жетного учреждения науки «Федеральный иссле-
довательский центр Южный научный центр Рос-
сийской академии наук» (Протокол № 1 от 14 фев-
раля 2025 г.). Согласно заключению данной комис-
сии проведенные экспериментальные исследова-
ния соответствуют принципам биоэтики и прави-
лам использования животных в научных целях. 

Общая процедура замораживания и размора-
живания спермы. Криоконсервацию спермы белуги 
проводили по методу Л. И. Цветковой [17]. Сперму  
в количестве 500 мкл смешивали в соотношении 1 : 1 
с криосредой и полученную смесь распределяли по 
пробиркам Эппендорфа объемом 1,5 мл. Пробирки 
Эппендорфа со смесью помещали для уравновеши-
вания в холодильник (Т = 4 °С) на 20 мин, затем 
переносили в криозамораживатель PLANER (UK), 
постепенно охлаждая от 5 до –70 °С со скоростью 

20–25 °С/мин (время замораживания около 3 мин). 
После этого этапа проводилась глубокая заморозка 
в жидком азоте в течение 3 суток. Температуру из-
меряли электронным термометром. Дефростацию 
(размораживание) проб спермы проводили с ис-
пользованием водяной бани в течение 30–40 с при 
температуре 38–40 °С.  

Оценка способности дефростированной спермы 
белуги утилизировать O2

–•
. Способность дефрости-

рованной спермы белуги утилизировать О2
–• опреде-

ляли спектральным методом при 347 нм в модельной 
системе окисления адреналина в щелочной среде [18] 
по скорости образования промежуточного продукта 
окисления адреналина – адренолютина [19]. В ячейки 
96-луночного планшета вносили 180 мкл бикарбонат-
ного буфера, 10 мкл спермы и 10 мкл раствора адре-
налина с концентрацией 0,1 % (5,46 ммоль/л), план-
шет помещали в спектрофотометр, измеряли величи-
ну оптической плотности в течение 10 мин. Кон-
трольная проба содержала все компоненты, кроме 
раствора адреналина. 

Снижение скорости окисления адреналина в при- 
сутствии супернатанта, содержащего сперматозои-
ды, свидетельствует о O2

–•-утилизирующей актив-
ности спермы белуги, которую рассчитывали отно-
сительно контроля (%), где за 100 % принимали 
уровень адренолютина в щелочном бикарбонатном 
буфере без добавления спермы. Все эксперименты 
проводились в трекратной повторности. O2

–•-ути- 
лизирующую активность (I, %,) рассчитывали по 
формуле 

I = (1 − Ai / A0) · 100, 

где Ai – оптическая плотность в пробе с добавлени-
ем спермы; A0 – оптическая плотность в контроле 
(без спермы). 

Оценка способности спермы белуги утилизи-
ровать Н2О2. Предварительно готовили смесь, со-
держащую 1 мл дефростированной спермы белуги  
и 7 мл фосфатного буфера (рН 7,4). Далее получен-
ную смесь центрифугировали в течение 10 мин  
(3 500 об/мин) и собирали надосадочную жидкость. 
В 96-луночный планшет помещали 100 мкл раствора 
H2O2 в фосфатном буфере (30 ммоль/л) и 100 мкл 
надосадочной жидкости в фосфатном буфере. Кон-
трольный образец вместо супернатанта содержал 
100 мкл фосфатного буфера. Концентрацию H2O2 
определяли спектральным методом при 240 нм по 
скорости расходования Н2О2 [20]. Величину оптиче-
ской плотности измеряли в течение 10 мин. Для 
каждой концентрации ДМСО было проведено по  
3 параллельных независимых измерения. Исходя из 
полученных данных были построены кинетические 
кривые расходования H2O2, которые были линеари-
зованы в координатах уравнения первого порядка. 
По тангенсу угла наклона полученных прямых были 
рассчитаны константы скорости реакции разложения 
H2O2. Повышение скорости разложения H2O2 в при-
сутствии супернатанта, содержащего сперматозои-
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и ды, свидетельствует об их утилизирующей активно-
сти в отношении данной АФК.  

Определение активности дефростированной 
спермы белуги в отношении оксида азота NO. 
NO-утилизирующую активность спермы белуги 
определяли спектральным методом по ингибиро-
ванию генерирования данной АФК из нитропрус-
сида натрия в водном растворе при физиологиче-
ском значении pH 7,4. При взаимодействии NO  
с растворенным кислородом образуются нитрит-
ионы, концентрацию которых определяли по по-
глощению продукта реакции нитрит-ионов с реак-
тивом Грисса (растворы 0,33 % сульфаниловой кис-
лоты и 0,1 % N-(1-нафтил)этилендиамина в 20 %-й 
ледяной уксусной кислоте, в соотношении 1 : 1) – 
азокрасителя алого цвета с максимальным поглоще-
нием при длине волны 548 нм [21]. В лунках план-
шета смешивали 50 мкл дефростированной спермы 
белуги с нитропруссидом Na (50 мкл, 5 ммоль/л)  
в фосфатном буфере при pH 7,4 (0,2 ммоль/л)  
и инкубировали при комнатной температуре на 
свету в течение 150 мин. Контрольный образец 
содержал 50 мкл ДМСО. К инкубируемому образ-
цу добавляли 100 мкл реактива Грисса. Значения 
поглощения холостого опыта и образцов измеряли 
при 548 нм в течение 30 мин с интервалом 1 мин. 

Определение уровня пероксидного окисления 
липидов в дефростированной сперме белуги. Опре-
деление уровня ПОЛ в дефростированной сперме 
белуги проводили по стандартной методике [22] 
спектрофотометрическим методом при длине волны 
532 нм путем измерения концентрации вторичных 
карбонильных продуктов ПОЛ, образующих окра-
шенный комплекс с тиобарбитуровой кислотой 
(ТБК-АП). Охлажденную сперму рыб в объеме  
25 мкл добавляли к 2 000 мкл 1,2 % охлажденного до 
0–4 °С раствора KCl. Предварительно было пока-
зано отсутствие влияния ДМСО на уровень ПОЛ 
относительно контроля без добавок. Полученную 
смесь вместе с растворами  аскорбиновой  кислоты  

(100 мкл, 2,6 ммоль/л), соли Мора (100 мкл,  
0,04 ммоль/л), трихлоруксусной кислоты (1 000 
мкл, 40 %) разливали в полипропиленовые про-
бирки и помещали в термостатируемую (37 °С) 
водяную баню на 10 мин, после этого центрифуги-
ровали (3 000 об/мин) в течение 10 мин. Суперна-
тант(2 000 мкл) отбирали в чистые пробирки и до-
бавляли 1 000 мкл раствора ТБК (0,8 %). Далее 
пробирки помещали в кипящую водяную баню на 
10 мин. После охлаждения до комнатной темпера-
туры к образцам добавляли хлороформ (1 000 мкл) 
до получения прозрачного раствора и центрифуги-
ровали (3 000 об/мин) в течение 15 мин. Отбирали 
прозрачный супернатант и измеряли оптическую 
плотность образца на спектрофотометре. Уровень 
ТБК-АП рассчитывали по формуле 

ТБК-АП = (А · 3,0 · 3,2) / (0,156 · 2,0), 

где А – оптическая плотность образцов; 3,0 – объем 
пробы, мл; 3,2 – общий объем исследованных 
проб, мл; 0,156 – экстинкция 1 нмоль ТБК-АП в 1 мл 
при 532 нм; содержание ТБК-АП в липидах спермы 
белуги выражали в наномолях на мл; 2,0 – объем 
супернатанта, взятого для определения ТБК-АП, мл.  

Статистический анализ. С использованием 
программного обеспечения Statistica для Windows, 
версия 9.0 (StatSoft, Inc.) проведен статистический 
анализ полученных результатов, которые были 
представлены как среднее значение ±SD. Стати-
стическая достоверность различий была установ-
лена на уровне p < 0,05. 

 
Результаты исследования 
Влияние различных концентраций ДМСО в со-

ставе криозащитной среды на АФК-утилизи- 
рующую активность дефростированной спермы 
белуги. Результаты исследования влияния различ-
ных концентраций ДМСО в составе базовой крио-
среды на способность дефростированной спермы 
белуги утилизировать О2

–•, H2O2 и NO представле-
ны на рис. 1 и в табл.  

 

 
Рис. 1. Влияние различных концентраций ДМСО в составе криосреды  
на О2

–•-утилизирующую активность дефростированной спермы белуги 
 

Fig. 1. The effect of different concentrations of DMSO in the cryomedium  
on the O2

–• -recycling activity of defrosted beluga sperm 

20

25

30

35

40

45

50

10 15 20 25 30

О2
–•, % 

Концентрация  ДМСО, %



Vestnik of Astrakhan State Technical University. Series: Fishing industry. 2025. N. 2 

ISSN 2073-5529 (Print), ISSN 2309-978X (Online) 

Commodity aquaculture and artificial reproduction of hydrobionts 

 

 
 

51 

K
olum

bet A
. D

., K
olyada M

. N
., O

sipova V
. P

., Z
aitsev V

. F
. E

ffect of different concentrations of dim
ethyl sulfoxide in the cryoprotective m

edium
 on the antioxidant status of beluga sperm

 

Влияние различных концентраций ДМСО  
на H2O2

–, NO-утилизирующую активность дефростированной спермы белуги 

The effect of different concentrations of DMSO  
on the H2O2

–, NO-recycling activity of defrosted beluga sperm 

Концентрация ДМСО, % 
АФК-утилизирующая активность 

NO, % ингибирования H2O2, k* · 105, с–1 

10,0 –62,05 ± 9,91 6 
11,1 –43,78 ± 2,88 4 
15,5 –51,38 ± 1,67 6 
21,0 –54,28 ± 7,86 6 
26,5 –53,47 ± 8,46 8 
32,0 –53,22 ± 1,99 6 

 
* k – константа скорости утилизации Н2О2. 
 
Показано, что при всех исследуемых концентра-

циях ДМСО в составе криозащитной среды дефро-
стированная после хранения в жидком азоте в тече-
ние 3 суток сперма белуги обладает способностью 
утилизировать О2

–• и Н2О2, причем при повышении 
концентрации криопротектора О2

–•-перехватываю- 
щая активность половых клеток возрастает. Однако 
данная зависимость не является монотонной, что 
проявляется в наличии выраженного максимума при 
концентрации криопротектора 15,5 % (см. рис. 1).  

Влияние различных концентраций ДМСО на 
способность дефростированной спермы белуги 
утилизировать Н2О2 неоднозначно (см. табл.): дан-
ная активность спермы белуги различается только 
при двух концентрациях криопротектора – 11,1  
и 26,5 %, при концентрации ДМСО 26,5 % она  
в 2 раза превышает аналогичную активность при 
концентрации 11,1 %. При остальных концентра-
циях криопротектора способность спермы утили-
зировать Н2О2 одинаковая – константа скорости 
составляет 6 · 10–5 с–1. 

Согласно полученным в работе данным при ин-
кубировании дефростированной спермы белуги  
с нитропруссидом натрия – прекурсором NO – наб- 
людается промотирование образования данной азот-
содержащей АФК на 40–60 %. Зависимость промо-
тирующей активности дефростированной спермы 

белуги от концентрации ДМСО не является моно-
тонной, что проявляется в наличии одного мини-
мума при концентрации криопротектора 11,1 % 
(см. табл.). Наибольшее промотирование наблюда-
ется при концентрации ДМСО 10 %. В интервале 
концентраций 11,1–21 % промотирующая актив-
ность криопротектора возрастает, далее до 32 % – 
остается неизменной. 

Таким образом, установлена немонотонная зави-
симость активностей дефростированной спермы 
белуги в отношении О2

–•, H2O2 и NO от концентра-
ции ДМСО в составе криосреды. Оптимальная кон-
центрация ДМСО, при которой наблюдается 
наибольшая способность утилизировать О2

–• и H2O2, 
составляет 15,5 и 26,5 % соответственно. При этом 
наибольшее промотирование генерирования NO 
отмечено при исходной концентрации криопротек-
тора в используемой криосреде (10 %). 

Влияние различных концентраций ДМСО на 
интенсивность пероксидации липидов спермы 
белуги. Установлено незначительное повышение 
уровня вторичных карбонильных продуктов ПОЛ  
в дефростированной сперме белуги на 5,2–11,5 % 
при добавлении ДМСО в интервале концентраций 
(11,1–32 %) по сравнению с дефростированной 
спермой рыб при использовании базовой криосре-
ды с концентрацией ДМСО 10 % (рис. 2).  

 

 
Рис. 2. Влияние различных концентраций ДМСО  

в составе криосреды на уровень ПОЛ дефростированной спермы белуги 
 

Fig. 2. The effect of different concentrations of DMSO  
in the cryomedium on the LPO level of polystrosted beluga sperm 
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и Согласно полученным данным зависимость уров-
ня ПОЛ дефростированной спермы белуги от кон-
центрации ДМСО в составе криосреды также являет-
ся немонотонной, что проявляется в наличии двух 
выраженных максимумов, при концентрациях 11,1  
и 21 %. При этом в интервале концентраций крио-
протектора 21–32 % наблюдается постепенное сни-
жение его промотирующей активности. Наименьшая 
интенсивность процесса ПОЛ наблюдается в дефро-
стированной сперме белуги, при криоконсервации 
которой использовали криосреду, содержащую 10 % 
ДМСО.  

 
Обсуждение 
Известно, что такие характеристики сперматозо-

идов, как малый размер, высокое отношение пло-
щади поверхности к объему и высокая проницае-
мость для воды, влияющие на вязкость и температу-
ру стеклования внутриклеточного цитозоля, обу-
славливают меньшую восприимчивость репродук-
тивных клеток самцов рыб к холодовому шоку во 
время криоконсервации по сравнению с другими 
типами клеток [23]. Однако из-за высокой концен-
трации полиненасыщенных жирных кислот в их 
мембранах [24], ограниченной антиоксидантной за- 
щиты вследствие малого содержания цитоплазмы  
в зрелых сперматозоидах они уязвимы к окисли-
тельному стрессу. К тому же, в отличие от сомати-
ческих клеток, сперматозоиды не могут эффективно 
восстанавливать свою ДНК, что делает их крайне 
восприимчивыми к окислительному повреждению. 
Указанные факторы обуславливают актуальность 
исследования влияния возрастающих концентраций 
ДМСО в составе используемой криозащитной среды 
на антиоксидантный статус сперматозоидов, учиты-
вая уникальные свойства данного проникающего 
протектора, способного быстро входить в клетки  
и связываться с биомолекулами [25], проявлять как 
антиоксидантную [26], так и прооксидантную актив-
ность [27].  

На сегодняшний день ДМСО, коммерчески до-
ступный побочный продукт бумажной промыш-
ленности, широко используется в качестве раство-
рителя или сорастворителя различных гидрофоб-
ных органических соединений [28], в том числе со-
единений, обладающих антиоксидантной активно-
стью. Внесение антиоксидантов в базовые криоза-
щитные среды в виде растворов в ДМСО представ-
ляет собой проблему, поскольку при этом возрастает 
концентрация данного криозащитного агента, что 
ведет к повышению его токсичности.  

Развитие окислительного стресса при криокон-
сервации может быть обусловлено как гиперпродук-
цией АФК на стадиях замораживания и оттаива- 
ния [29], а также на стадии уравновешивания, необ-
ходимой для проникновения криопротектора в клет-
ки [30], так и неспособностью системы антиокси-
дантной защиты клетки их утилизировать. В данной 
работе оценено влияние шести концентраций 
ДМСО (10; 11,1; 15,5; 21; 26,5; 32 %) в составе ба-

зовой криосреды на активность дефростированной 
спермы белуги в отношении биогенных метаболи-
тов кислорода О2

–•, H2O2 и NO, которые постоянно 
образуются в сперме рыб [31–33] и при физиоло-
гических концентрациях выполняют сигнальную 
функцию [34, 35], но в высоких концентрациях 
оказывают токсическое действие. Так, с использо-
ванием модельной системы ксантин/ксантинокси- 
даза, генерирующей О2

–• и H2O2
 [36],  установлено 

снижение подвижности дефростированной спермы 
стерляди (Acipenser ruthenus, Linnaeus, 1758), воз-
растание фрагментации ДНК и повышение актив-
ности антиоксидантных ферментов спермы рыб: 
супероксиддисмутазы (СОД), катализирующей дис-
пропорционирование О2

–• в Н2О2, и О2, а также глу-
татионредуктазы, ускоряющей реакцию образова-
ния важного антиоксиданта – восстановленной фор- 
мы глутатиона; повышение уровня ПОЛ и интенси-
фикация окисления белков спермы [37]. Особенно 
важную роль в физиологии спермы рыб играет NO, 

оказывая влияние на подвижность спермы и ее спо-
собность к оплодотворению [31, 38, 39].  

Нами установлено стимулирование способности 
дефростированной спермы белуги утилизировать 
О2

–• при повышении концентрации ДМСО в крио-
среде, что согласуется с литературными данными  
о возрастании ингибирования стимулированной 
продукции данной АФК лейкоцитами и различными 
клетками, выделенными из крови человека (нейтро-
филы, эозинофилы, лимфоциты и моноциты) при 
повышении концентрации ДМСО (2; 4; 6; 8; 10 % 
(по объему)) [40]. В отличие от нашего исследова-
ния, в котором наблюдается немонотонная зависи-
мость О2

–•-перехватывающей активности половых 
клеток рыб от концентрации криозащитного агента, 
в приведенном литературном источнике для всех 
клеток установленные зависимости были монотон-
ными, за исключением моноцитов при относительно 
низкой стимуляции продукции О2

–•. Супероксид-пе- 
рехватывающая активность дефростированной спер- 
мы белуги, по-видимому, связана в основном с ак-
тивностью фермента СОД, который является основ-
ным антиоксидантным ферментом, ответственным 
за утилизацию О2

–•. Стимулирование ДМСО спо-
собности дефростированной спермы белуги утили-
зировать О2

–• и Н2О2 (см. табл.) может быть обу-
словлено антирадикальной активностью данного 
криопротектора в отношении О2

–• [41] и способно-
стью ДМСО повышать активность антиоксидант-
ных ферментов  [42].  

Известно, что в ходе криоконсервации спермы 
рыб изменяется концентрация АФК, при этом кон-
центрация О2

–• и Н2О2, как и в сперме млекопитаю-
щих [43, 44], повышается. Так, недавно сообща- 
лось [14] об увеличении при криоконсервации 
спермы сибирского осетра процента «АФК-поло- 
жительных (АФК+) сперматозоидов», т. е. репро-
дуктивных клеток, в которых наблюдается развитие 
окислительного стресса вследствие повышения кон-
центрации О2

–•. При этом в качестве положительного 
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контроля (100 % АФК+-клеток) выступали спермато-
зоиды, инкубированные при 37 °C в течение 30 мин 
в 3 % H2O2. Повышение концентрации О2

–• в дефро-
стированной сперме рыб, инкубированной с H2O2, 
может быть связано с ингибированием H2O2 фер-
мента СОД [45]. В отличие от О2

–•, H2O2, являясь 
нейтральной молекулой, легко проникает через кле-
точную мембрану, поэтому данный вид АФК может 
быть очень токсичным для клетки, вызывая повре-
ждение ДНК и потерю фертильности [46].  

В работе установлена способность ДМСО про-
мотировать генерирование NO из нитропруссида 
натрия. В сперме рыб, как и в сперме млекопитаю-
щих, обнаружены ферменты, ускоряющие реакцию 
биосинтеза NO из протеиногенной аминокислоты  
L-аргинина – семейство изоферментов NO-синтаз 
(NOS) [47]. В отличие от спермы млекопитающих, 
концентрация NO в сперматозоидах рыб при крио-
консервации, по-видимому, снижается. Так, значи-
тельное снижение уровня NO было обнаружено  
в сперме Heteropneustes fossilis (Bloch.) после низко-
температурного замораживания (–196 °С) в течение 
48 ч [38]. Согласно полученным в работе результа-
там, в присутствии ДМСО наблюдается модулиро-
вание уровня АФК при криоконсервации спермы 
белуги – снижение для О2

–• и Н2О2, концентрация 
которых повышается в процессе криосохранения, 
повышение для NO, уровень которого снижается 
при замораживании. Наибольшее повышение спо-
собности спермы рыб утилизировать О2

–• и Н2О2 
установлено при концентрациях 15,5 и 26,5 % 
ДМСО соответственно. Наибольшее промотирова-
ние генерирования NO отмечено при концентрации 
10 % ДМСО. 

Как уже упоминалось выше, высокое содержание 
полиненасыщенных жирных кислот, которые явля-
ются субстратом для реакций свободнорадикального 
окисления [48], обуславливает особую чувствитель-
ность сперматозоидов осетровых к окислительному 
повреждению. В нашей работе установлено незначи-
тельное промотирование ПОЛ дефростированной 
спермы белуги при повышении концентрации крио-
протектора (см. табл.) по сравнению с уровнем ПОЛ 
в присутствии криосреды с концентрацией ДМСО  
10 %. В ранее проведенном исследовании со спер-
мой африканского сома (Clarias gariepinus Burchell, 
1822) уровень ТБК-АП в присутствии ДМСО также 
повышался при увеличении концентрации ДМСО  
с 3 до 10 % [49].  

Согласно литературным данным, с  повышением 

концентрации ДМСО (2,5; 5; 10 %) улучшается за-
щита плазматической мембраны спермы полосатого 
окуня (Morone saxatilis) при криоконсервации [50], 
однако снижается функция митохондрий. В нашей 
работе снижение уровня накопления вторичных 
карбонильных продуктов ПОЛ в дефростированной 
сперме белуги наблюдается в интервале концентра-
ций 21–32 % ДМСО. Способность ДМСО снижать 
интенсивность ПОЛ спермы может быть обуслов-
лена его антирадикальной активностью в отноше-
нии наиболее активной формы АФК – гидроксиль-
ного радикала [26]. 

Таким образом, зависимость интенсивности про-
цесса ПОЛ от концентрации ДМСО, как и зависи-
мость активности спермы белуги в отношении О2

–•, 
H2O2 и NO, является немонотонной. Данный факт 
может быть связан со способностью соединения ока-
зывать влияние на различные этапы и звенья окис-
лительного стресса в дефростированной сперме рыб.  

 
Заключение 
Изучено влияние различных концентраций 

криопротектора ДМСО в составе криосреды на ак-
тивности дефростированной спермы белуги после 
низкотемпературного замораживания (–196 °С)  
в течение 3-х суток в отношении О2

–•, Н2О2- и NO,  
а также на уровень пероксидации липидов. Уста-
новлено, что с возрастанием концентрации крио-
протектора повышается способность спермиев ути-
лизировать О2

–•, промотировать генерирование ок-
сида азота из нитропруссида натрия и незначитель-
но – уровень ПОЛ, при этом Н2О2-перехватываю- 
щая активность изменяется неоднозначно. Для каж-
дого вида активности дефростированной спермы 
белуги установлены оптимальные концентрации 
ДМСО в составе криосреды. Для стимуляции О2

–•-  
и Н2О2-утилизирующей активности спермы белуги 
оптимальные концентрации составляют 15,5 и 26,5 % 
соответственно; для промотирования генерирования 
NO и снижения уровня пероксидации липидов 
спермы оптимальной концентрацией является ис-
ходная концентрация криопротектора в криосреде – 
10 %. Установленная немонотонная зависимость 
данных активностей от концентрации криопротек-
тора, предположительно, может быть обусловлена 
мультимодальностью данного соединения, что ука-
зывает на необходимость проведения дальнейших 
исследований по оптимизации протоколов криокон-
сервации с использованием ДМСО в качестве ос-
новного криопротекторного компонента. 
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