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Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ðûáíîé

ïðîìûøëåííîñòè è ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî â
èñêóññòâåííîì ðàçâåäåíèè îñåòðîâûõ ðûá. Ñïîñîá
âêëþ÷àåò ðàçáàâëåíèå ñïåðìû ïåðåä
çàìîðàæèâàíèåì çàùèòíûì ðàñòâîðîì,
ñîäåðæàùèì ñàõàðîçó, õëîðèä êàëè  è ìåòàíîë, è
ïîñëåäóþùåå çàìîðàæèâàíèå â ïàðàõ æèäêîãî
àçîòà. Â çàùèòíûé ðàñòâîð ââîä ò â êà÷åñòâå
äîïîëíèòåëüíîãî êðèîïðîòåêòîðà ãëèöåðèí,
çàìîðàæèâàíèå ðàçáàâëåííîé ñïåðìû

îñóùåñòâë þò â òðè ýòàïà. Êîìïîíåíòû çàùèòíîãî
ðàñòâîðà áåðóò â ñëåäóþùåì ñîîòíîøåíèè, ìàñ.%:
ñàõàðîçà 0,05-0,5; õëîðèä êàëè  0,01-0,15;
ìåòàíîë 6-12; ãëèöåðèí 0,05-5; äèñòèëëèðîâàííà 
âîäà - îñòàëüíîå. Îáåñïå÷èâàåòñ  ñîõðàííîñòü
îïëîäîòâîð þùåé ñïîñîáíîñòè ñïåðìû ïðè
êðèîêîíñåðâàöèè çà ñ÷åò èñïîëüçîâàíè  áîëåå
ýôôåêòèâíîãî ñîñòàâà çàùèòíîãî ðàñòâîðà è áîëåå
ùàä ùåãî ðåæèìà çàìîðàæèâàíè . 1 ç.ï. ô-ëû, 3
òàáë.
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(54) METHOD FOR CRYOGENIC PRESERVATION OF STURGEON FISH SEMEN

(57) Abstract: 
FIELD: fish industry, in particular,

artificial rearing of sturgeon fish.
SUBSTANCE: method involves diluting semen with

freezing protective solution before freezing
procedure, said solution containing saccharose,
potassium chloride, and methanol; freezing in
liquid nitrogen vapor; introducing into
protective solution glycerin as additional
freezing protective agent; freezing diluted semen
in three stages; using protective solution

components in the following ratio, wt%:
saccharose 0.05-0.5; potassium chloride 0.01-0.15;
methanol 6-12; glycerin 0.05-5; distilled water
the balance.

EFFECT: retention of semen impregnation
capacity after cryogenic preservation process
owing to utilization of more effective
composition of freezing protective solution and
moderate freezing mode.

2 cl, 3 tbl, 3 ex
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Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ðûáíîé ïðîìûøëåííîñòè è ìîæåò íàéòè ïðèìåíåíèå â
èñêóññòâåííîì ðàçâåäåíèè ðûá, ïðåèìóùåñòâåííî îñåòðîâûõ, è ïðè ñîçäàíèè
íèçêîòåìïåðàòóðíûõ ãåíåòè÷åñêèõ áàíêîâ ñ öåëüþ ñîõðàíåíè  áèîðàçíîîáðàçè  ðûá.

Èçâåñòíû ñïîñîáû êðèîêîíñåðâàöèè ñïåðìû ñèáèðñêîãî îñåòðà è ñòåðë äè (Tsvetkova
L.I., Cosson J., Linhart O., Billard R. Motility and fertilizing capacity of fresh
and frozen-thawed spermatozoa in sturgeons Acipenser Baeri and A. ruthenus // J.
Appl. Ichthyol. - 1996. - V.12. - P.107-112), à òàêæå ñèáèðñêîãî îñåòðà, ñàõàëèíñêîãî
îñåòðà è ñåâðþãè (Drokin S.I., Kopeika E.F. Cryopreservation and phospholipids
content of spermatozoa of some sturgeon species // 3 Int. Symp. Sturgeon, Piacenza,
Italy, July 8 - 11, 1997. - Book. Abstr., Piacenza, 1997. - P.143-144), â êîòîðûõ äë 
ðàçáàâëåíè  ñïåðìû èñïîëüçóþòñ  çàùèòíûå ðàñòâîðû íà îñíîâå òðèñ-HCl áóôåðà (pH 8,0)
ñ äîáàâëåíèåì ñàõàðîçû, æåëòêà êóðèíîãî  éöà è äèìåòèëñóëüôîêñèäà â êà÷åñòâå
êðèîïðîòåêòîðîâ. Îäíàêî ïðèìåí åìûå êðèîïðîòåêòîðû äèìåòèëñóëüôîêñèä è æåëòîê
íåäîñòàòî÷íî ýôôåêòèâíû: ñïåðìà, êðèîêîíñåðâèðîâàííà  ýòèìè ñïîñîáàìè,
îïëîäîòâîð ëà ëèøü 20-60% èêðû îñåòðîâûõ ðûá.

Íàèáîëåå áëèçêèì ñïîñîáîì òîãî æå íàçíà÷åíè  ê çà âë åìîìó èçîáðåòåíèþ  âë åòñ 
ñïîñîá êðèîêîíñåðâèðîâàíè  ñïåðìû ñèáèðñêîãî, ðóññêîãî è àòëàíòè÷åñêîãî îñåòðîâ,
ïðåäóñìàòðèâàþùèé ðàçáàâëåíèå ñïåðìû çàùèòíûì ðàñòâîðîì, ïðèãîòîâëåííûì íà òðèñ-
HCl áóôåðå (pH 8,0), ñîäåðæàùèì 23,4 ìÌ ñàõàðîçû, 0,25 ìÌ õëîðèäà êàëè  è 10%
ìåòàíîëà, è çàìîðàæèâàíèå ðàçáàâëåííîé ñïåðìû â ïëàñòèêîâûõ ñîëîìèíêàõ â ïàðàõ
æèäêîãî àçîòà (íà âûñîòå 3-4 ñì íàä åãî ïîâåðõíîñòüþ) â òå÷åíèå 3 ìèíóò ñ ïîñëåäóþùèì
ïîãðóæåíèåì â æèäêèé àçîò (Urbanyi Â., Horvath À., Kovacs Â. Successful hybridization
of Acipenser species using cryopreserved sperm // Aquaculture International. -
2004. - V.12. - P.47-56). Ïðèìåíåíèå ýòîãî ñïîñîáà ïîçâîëèëî ïîëó÷èòü ïðè
îïëîäîòâîðåíèè èêðû êîíñåðâèðîâàííîé ñïåðìîé îò 17,4 äî 50,0% âûêëåâà ëè÷èíîê.

Äàííûé ñïîñîá íå ïîçâîë åò ñîõðàíèòü âûñîêóþ îïëîäîòâîð þùóþ ñïîñîáíîñòü
êðèîêîíñåðâèðîâàííîé ñïåðìû, ÷òî îáóñëîâëåíî êàê ñîñòàâîì çàùèòíîãî ðàñòâîðà, òàê è
ñïîñîáîì çàìîðàæèâàíè . Ñîäåðæàíèå ñàõàðîçû è õëîðèäà êàëè  â èñïîëüçóåìîì
çàùèòíîì ðàñòâîðå â óêàçàííûõ êîíöåíòðàöè õ íåäîñòàòî÷íî ýôôåêòèâíî. Èçáûòî÷íîå
ñîäåðæàíèå ñàõàðîçû ñíèæàåò åãî ïðîòåêòèâíîå äåéñòâèå, à íåäîñòàòîê õëîðèäà êàëè  íå
îáåñïå÷èâàåò íåîáõîäèìîãî ñíèæåíè  äâèãàòåëüíîé àêòèâíîñòè êëåòîê ïåðåä
çàìîðàæèâàíèåì. Ïðèãîòîâëåíèå çàùèòíîãî ðàñòâîðà íà òðèñ-HCl áóôåðå íå îêàçûâàåò
ïîëîæèòåëüíîãî âëè íè  íà ñîõðàííîñòü è îïëîäîòâîð þùóþ ñïîñîáíîñòü ðàçìîðîæåííîé
ñïåðìû. Â ïðèìåíåíèè áóôåðíîé ñèñòåìû â äàííîì ñëó÷àå íåò íåîáõîäèìîñòè, òàê êàê
äîáàâëåíèå îñòàëüíûõ êîìïîíåíòîâ â óêàçàííûõ êîíöåíòðàöè õ íå èçìåí åò pH çàùèòíîãî
ðàñòâîðà, à ñàì òðèñ(îêñèìåòèë)àìèíîìåòàí (òðèñ) íå îáëàäàåò êðèîïðîòåêòèâíûìè
ñâîéñòâàìè. Áûñòðîå çàìîðàæèâàíèå ñïåðìû ïðè ïîñòî ííîé òåìïåðàòóðå íå  âë åòñ 
öåëåñîîáðàçíûì, òàê êàê áûñòðà  êðèñòàëëèçàöè  âíóòðèêëåòî÷íîé æèäêîñòè è
îáðàçîâàíèå êðóïíûõ êðèñòàëëîâ ëüäà ïðè ðåçêîì ñíèæåíèè òåìïåðàòóðû, âûçûâàþùèå
ïîâðåæäåíèå êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð, ïðèâîäèò ëèáî ê óòðàòå îïëîäîòâîð þùåé ñïîñîáíîñòè,
ëèáî ê ãèáåëè çíà÷èòåëüíîãî êîëè÷åñòâà ñïåðìàòîçîèäîâ.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå íàïðàâëåíî íà ïîâûøåíèå ñîõðàííîñòè îïëîäîòâîð þùåé
ñïîñîáíîñòè ñïåðìû îñåòðîâûõ ðûá ïðè êðèîêîíñåðâàöèè çà ñ÷åò áîëåå ýôôåêòèâíîãî
ñîñòàâà çàùèòíîãî ðàñòâîðà è áîëåå ùàä ùåãî ðåæèìà çàìîðàæèâàíè .

Óêàçàííûé òåõíè÷åñêèé ðåçóëüòàò äîñòèãàåòñ  òåì, ÷òî â èçâåñòíîì ñïîñîáå
êðèîêîíñåðâèðîâàíè  ñïåðìû îñåòðîâûõ ðûá, ïðåäóñìàòðèâàþùåì ðàçáàâëåíèå ñïåðìû
ïåðåä çàìîðàæèâàíèåì çàùèòíûì ðàñòâîðîì, ñîäåðæàùèì ñàõàðîçó, õëîðèä êàëè  è
ìåòàíîë, è ïîñëåäóþùåå çàìîðàæèâàíèå â ïàðàõ æèäêîãî àçîòà, îñîáåííîñòü çàêëþ÷àåòñ 
â òîì, ÷òî â çàùèòíûé ðàñòâîð ââîä ò â êà÷åñòâå äîïîëíèòåëüíîãî êðèîïðîòåêòîðà
ãëèöåðèí, çàìîðàæèâàíèå ðàçáàâëåííîé ñïåðìû îñóùåñòâë þò â òðè ýòàïà, ïðè ýòîì
êîìïîíåíòû çàùèòíîãî ðàñòâîðà áåðóò â ñëåäóþùåì ñîîòíîøåíèè, ìàñ.%: ñàõàðîçà 0,05-
0,5; õëîðèä êàëè  0,01-0,15; ìåòàíîë 6-12; ãëèöåðèí 0,05-5; äèñòèëëèðîâàííà  âîäà -
îñòàëüíîå.
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Çàìîðàæèâàíèå öåëåñîîáðàçíî îñóùåñòâë òü îò 5 äî ìèíóñ 15°Ñ ñî ñêîðîñòüþ

2-5°Ñ/ìèí, îò ìèíóñ 15 äî ìèíóñ 70°Ñ ñî ñêîðîñòüþ 10-20 °Ñ/ìèí, à çàòåì ïëàâíî
ïîãðóæàòü â æèäêèé àçîò.

Ââåäåíèå â çàùèòíûé ðàñòâîð äîïîëíèòåëüíîãî êðèîïðîòåêòîðà ãëèöåðèíà,
îáëàäàþùåãî âûðàæåííûìè àíòèôðèçíûìè ñâîéñòâàìè è ñïîñîáíîãî ñâ çûâàòü
âíóòðèêëåòî÷íóþ âîäó, ñíèæàåò âåðî òíîñòü ïîâðåæäåíè  êëåòîê èç-çà îáðàçîâàíè 
êðóïíûõ êðèñòàëëîâ ëüäà, òåì ñàìûì ïîâûøàåò ïðîòåêòîðíîå äåéñòâèå ðàñòâîðà. Êðîìå
òîãî, ñòàáèëèçàöè  ãëèöåðèíîì áåëêîâ è ôåðìåíòîâ ïðåï òñòâóåò èõ õîëîäîâîé
äåíàòóðàöèè.

Èñïîëüçîâàíèå â çàùèòíîì ðàñòâîðå äâóõ êðèîïðîòåêòîðîâ, ïðîíèêàþùèõ â êëåòêó ÷åðåç
ìåìáðàíó, ïîçâîë åò óìåíüøèòü ðèñê òåìïåðàòóðíîãî øîêà äë  ñïåðìàòîçîèäîâ è èõ
ïîâðåæäåíè  áëàãîäàð  ñèíåðãåòè÷åñêîìó ýôôåêòó ñíèæåíè  òåìïåðàòóðû
êðèñòàëëèçàöèè âíóòðèêëåòî÷íîé æèäêîñòè. Ñîâìåñòíîå âîçäåéñòâèå èñïîëüçóåìûõ
êðèîïðîòåêòîðîâ, áëàãîäàð  ðàçíûì ðàçìåðàì è ñòðîåíèþ ìîëåêóë, ñïîñîáñòâóåò òàêæå
ïðîäëåíèþ çàùèòíîãî äåéñòâè  ðàñòâîðà çà ñ÷åò èõ ðàçíîé ñêîðîñòè äèôôóçèè ÷åðåç
ìåìáðàíó è âçàèìîäåéñòâèþ ñ ðàçíûìè ñòðóêòóðàìè êëåòêè.

Èñïîëüçîâàíèå â çàùèòíîì ðàñòâîðå ñàõàðîçû â ìåíüøèõ êîíöåíòðàöè õ ïî ñðàâíåíèþ
ñ èçâåñòíûì ñïîñîáîì ñíèæàåò îñìîòè÷åñêîå íàïð æåíèå íà ìåìáðàíàõ, ïðåäîòâðàùàåò
îñìîòè÷åñêèé øîê è îáåçâîæèâàíèå êëåòîê èç-çà ýêçîîñìîñà. Ïðèìåíåíèå õëîðèäà êàëè  â
çíà÷èòåëüíî áîëüøèõ êîíöåíòðàöè õ ïîçâîë åò ñíèçèòü äâèãàòåëüíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê
ïåðåä çàìîðàæèâàíèåì, ÷òî óìåíüøàåò âåðî òíîñòü èõ ïîâðåæäåíè .

Ïðåäëàãàåìûé ñîñòàâ çàùèòíîãî ðàñòâîðà ïðåäîòâðàùàåò ïîâðåæäåíèå êëåòî÷íûõ
ñòðóêòóð èç-çà ïðåæäåâðåìåííîé âíóòðèêëåòî÷íîé êðèñòàëëèçàöèè, ÷òî â ñîâîêóïíîì
âîçäåéñòâèè ñ ïðåäëàãàåìûì ðåæèìîì çàìîðàæèâàíè  îáåñïå÷èâàåò ñîõðàíåíèå
îïëîäîòâîð þùåé ñïîñîáíîñòè 60-80% êëåòîê (â çàâèñèìîñòè îò êà÷åñòâà íàòèâíîé
ñïåðìû).

Çàìîðàæèâàíèå ñïåðìû â òðè ýòàïà ñ ìåäëåííûì ñíèæåíèåì òåìïåðàòóðû ïîçâîë åò
èçáåæàòü ïîâðåæäåíè  êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð è òåì ñàìûì ñïîñîáñòâóåò ñîõðàííîñòè
ñïåðìàòîçîèäîâ è èõ îïëîäîòâîð þùåé ñïîñîáíîñòè.

Ðåêîìåíäóåìûå ïðåäåëû ñîäåðæàíè  êîìïîíåíòîâ çàùèòíîãî ðàñòâîðà è ðåæèìû
çàìîðàæèâàíè  óñòàíîâëåíû â ïðîöåññå ìíîãî÷èñëåííûõ ýêñïåðèìåíòîâ.

Òàêèì îáðàçîì, ñîâîêóïíîñòü îòëè÷èòåëüíûõ ïðèçíàêîâ îïèñûâàåìîãî ñïîñîáà
îáåñïå÷èâàåò äîñòèæåíèå óêàçàííîãî òåõíè÷åñêîãî ðåçóëüòàòà.

Ïðîâåäåííûé àíàëèç óðîâí  òåõíèêè ïîçâîëèë óñòàíîâèòü, ÷òî íå îáíàðóæåí èñòî÷íèê,
õàðàêòåðèçóþùèéñ  ïðèçíàêàìè, òîæäåñòâåííûìè âñåì ñóùåñòâåííûì ïðèçíàêàì
çà âëåííîãî èçîáðåòåíè , ñëåäîâàòåëüíî, ïðåäëàãàåìîå èçîáðåòåíèå ñîîòâåòñòâóåò
óñëîâèþ "íîâèçíà".

Äîïîëíèòåëüíûé ïîèñê èçâåñòíûõ ðåøåíèé ïîêàçàë, ÷òî çà âëåííîå èçîáðåòåíèå íå
âûòåêàåò äë  ñïåöèàëèñòà  âíûì îáðàçîì èç èçâåñòíîãî óðîâí  òåõíèêè, ïîñêîëüêó
ñîâîêóïíîå äåéñòâèå çàùèòíîãî ðàñòâîðà óêàçàííîãî ñîñòàâà è ïðåäëàãàåìîãî ðåæèìà
çàìîðàæèâàíè  ñïåðìû ïðî âë åò íîâûå ñâîéñòâà ñ òî÷êè çðåíè  âîçäåéñòâè  íà
áèîëîãè÷åñêèå îáúåêòû. Ñëåäîâàòåëüíî, çà âëåííîå èçîáðåòåíèå ñîîòâåòñòâóåò óñëîâèþ
"èçîáðåòàòåëüñêèé óðîâåíü".

Ñâåäåíè , ïîäòâåðæäàþùèå âîçìîæíîñòü îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ñ ïîëó÷åíèåì
âûøåóêàçàííîãî òåõíè÷åñêîãî ðåçóëüòàòà.

Ñïîñîá îñóùåñòâë åòñ  ñëåäóþùèì îáðàçîì.
Çàùèòíûé ðàñòâîð äë  êðèîêîíñåðâàöèè ñïåðìû îñåòðîâûõ ðûá ãîòîâ ò

íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä ïðèìåíåíèåì, ðàñòâîð   â äèñòèëëëèðîâàííîé âîäå â
ñîîòâåòñòâóþùèõ êîíöåíòðàöè õ, ìàñ.%: ñàõàðîçó 0,05-0,5; õëîðèä êàëè  0,01-0,15;
ìåòàíîë 6-12; ãëèöåðèí 0,05-5; äèñòèëëèðîâàííà  âîäà - îñòàëüíîå.

Ñïåðìó îõëàæäàþò äî 10-15°Ñ â õîëîäèëüíèêå â òå÷åíèå 30 ìèíóò. Ê îõëàæäåííîé
ñïåðìå ïðè íåïðåðûâíîì ïåðåìåøèâàíèè äîáàâë þò îõëàæäåííûé äî òîé æå òåìïåðàòóðû
çàùèòíûé ðàñòâîð â îáúåìíîì ñîîòíîøåíèè 1:1. Ñóñïåíçèþ ñïåðìû â çàùèòíîì ðàñòâîðå
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îñòàâë þò íà ýêâèëèáðàöèþ â òå÷åíèå 1 ÷àñà ïðè òåìïåðàòóðå 0-5°Ñ. Ðàçáàâëåííóþ
ñïåðìó ðàçëèâàþò â õëîðâèíèëîâûå ïðîáèðêè åìêîñòüþ 1,5 ìë, êîòîðûå ãåðìåòèçèðóþò è
óñòàíàâëèâàþò íà äèñê çàìîðàæèâàòåë . Çàìîðàæèâàíèå ñïåðìû ïðîâîä ò ïóòåì
ìåäëåííîãî îïóñêàíè  ê ïîâåðõíîñòè æèäêîãî àçîòà ïðîáèðîê ñî ñïåðìîé, óñòàíîâëåííûõ
íà äèñê çàìîðàæèâàòåë , ñíàáæåííîãî äàò÷èêîì òåìïåðàòóðû è ñàìîïèñöåì,
ðåãèñòðèðóþùèì òåìïåðàòóðó ñïåðìû â ïðîáèðêå.

Ñïåðìó îñåòðîâûõ ðûá çàìîðàæèâàþò ïî ñëåäóþùåé ïðîãðàììå:
I ýòàï: îò +5 äî ìèíóñ 15°Ñ ñî ñêîðîñòüþ 2-5°Ñ/ìèí,
II ýòàï: îò ìèíóñ 15 äî ìèíóñ 70°Ñ ñî ñêîðîñòüþ 10-20°Ñ/ìèí,
III ýòàï: ïëàâíîå ïîãðóæåíèå â æèäêèé àçîò.
Ðàçìîðàæèâàíèå ñïåðìû îñóùåñòâë þò, èçâëåêà  ïðîáèðêè èç æèäêîãî àçîòà è ïîìåùà 

èõ â âîä íóþ áàíþ èëè óñòðîéñòâî äë  ðàçìîðàæèâàíè  ÌÒÀ-70 ñ òåìïåðàòóðîé 38-40°Ñ,
ãäå âñòð õèâàþò â òå÷åíèå 20-40 ñ äî ïî âëåíè  â íèõ æèäêîé ôàçû.

Â ðàçìîðîæåííûõ îáðàçöàõ îïðåäåë þò êîëè÷åñòâî ïîäâèæíûõ ñïåðìàòîçîèäîâ.
Íåïîñðåäñòâåííî ïîñëå ýòîãî ðàçìîðîæåííóþ ñïåðìó óäîâëåòâîðèòåëüíîãî êà÷åñòâà
èñïîëüçóþò äë  îñåìåíåíè  èêðû. Äë  àêòèâàöèè ðàçìîðîæåííûõ ñïåðìàòîçîèäîâ
èñïîëüçóþò òåõíîëîãè÷åñêóþ âîäó. Îñåìåíåííóþ èêðó îáåñêëåèâàþò è èíêóáèðóþò
ñîãëàñíî òåõíîëîãèè âîñïðîèçâîäñòâà îñåòðîâûõ ðûá.

Ñóùíîñòü èçîáðåòåíè  èëëþñòðèðóåòñ  ïðèìåðàìè:
Ïðèìåð 1.
Íà Êîíàêîâñêîì çàâîäå òîâàðíîãî îñåòðîâîäñòâà è â ëàáîðàòîðèè êðèîáèîëîãèè ÂÍÈÈ

ïðåñíîâîäíîãî ðûáíîãî õîç éñòâà ïðîâîäèëàñü êðèîêîíñåðâàöè  ñïåðìû ñèáèðñêèõ
îñåòðîâ (ëåíñêîé ïîïóë öèè) ðàçíîãî êà÷åñòâà ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàçëè÷íûõ ñîñòàâîâ
çàùèòíûõ ðàñòâîðîâ. Îõëàæäåííûå äî 15°Ñ îáðàçöû ñïåðìû ðàçáàâë ëè â ñîîòíîøåíèè 1:
1 çàùèòíûìè ðàñòâîðàìè, îõëàæäåííûìè äî òîé æå òåìïåðàòóðû. Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ
ýêâèëèáðèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷àñà ïðè 0°Ñ, çàòåì ðàçëèâàëè â õëîðâèíèëîâûå ïðîáèðêè
îáúåìîì 1,5 ìë è çàìîðàæèâàëè ïî òðåõýòàïíîé ïðîãðàììå: îò 5 äî -15°Ñ ñî
ñêîðîñòüþ 2°Ñ/ìèí, îò -15 äî -70°Ñ ñî ñêîðîñòüþ 20°Ñ/ìèí, çàòåì ïëàâíî ïîãðóæàëè â
æèäêèé àçîò. Ðàçìîðàæèâàíèå ïðîáèðîê îñóùåñòâë ëè â ïðèáîðå ÌÒÀ-70 ïðè òåìïåðàòóðå
38°Ñ. Ýôôåêòèâíîñòü êðèîêîíñåðâàöèè îöåíèâàëè ïî îïëîäîòâîðåíèþ èêðû
ðàçìîðîæåííîé ñïåðìîé. Îïûòû ñòàâèëèñü â ëàáîðàòîðíûõ óñëîâè õ íà ÷àøêàõ Ïåòðè.
Çàâèñèìîñòü ðåçóëüòàòîâ îïëîäîòâîðåíè  èêðû ñèáèðñêèõ îñåòðîâ ðàçìîðîæåííîé
ñïåðìîé îò ñîñòàâà çàùèòíîãî ðàñòâîðà ïðåäñòàâëåíà â òàáë. 1.

Âî âñåõ îïûòàõ, ãäå êà÷åñòâåííûé è êîëè÷åñòâåííûé ñîñòàâ çàùèòíûõ ðàñòâîðîâ
ñîîòâåòñòâîâàë ðåêîìåíäóåìûì â çà âë åìîì èçîáðåòåíèè ïðåäåëàì ñîäåðæàíè 
êîìïîíåíòîâ, óðîâåíü îïëîäîòâîðåíè  èêðû êðèîêîíñåðâèðîâàííîé ñïåðìîé áûë âûñîêèì,
â ð äå ñëó÷àåâ äàæå ïðåâûøàë óðîâåíü îïëîäîòâîðåíè  ñâåæåé ñïåðìîé â êîíòðîëå, ÷òî
ñâèäåòåëüñòâóåò î âûñîêîé ýôôåêòèâíîñòè ïðèìåíåííîãî ñïîñîáà êðèîêîíñåðâàöèè,
ïîçâîë þùåãî ñîõðàí òü æèçíåñïîñîáíîñòü è âûñîêóþ îïëîäîòâîð þùóþ ñïîñîáíîñòü
ñïåðìàòîçîèäîâ.

Òàáëèöà 1.

Çàâèñèìîñòü ðåçóëüòàòîâ îïëîäîòâîðåíè  èêðû ñèáèðñêèõ îñåòðîâ ðàçìîðîæåííîé ñïåðìîé îò ñîñòàâà çàùèòíîãî ðàñòâîðà

¹ îïûòà Ñîäåðæàíèå êîìïîíåíòîâ çàùèòíîãî ðàñòâîðà, % Îïëîäîòâîðåíèå èêðû ðàçìîðîæåííîé ñïåðìîé

Ñàõàðîçà KCl Ìåòàíîë Ãëèöåðèí Òðèñ-HCl pH8 Äèñòèëëèðîâàííà  âîäà % îïëîäîòâîðåíè  % îò êîíòðîë 

1 0,4 0,05 12 0,1 äî 100 - 11,1 12,9

0,4 0,05 12 0,1 - äî 100 62,1 72,4

0,5 0,1 12 0,1 - äî 100 61,4 71,6

0,6 0,1 12 0,1 - äî 100 50,5 58,7

2 0,05 0,05 12 0,1 - äî 100 62,4 93,1
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3 0,1 0,02 8 0,2 - äî 100 64,7 73,5

0,1 0,04 8 0,2 - äî 100 70,5 80,1

0,1 0,15 8 0,5 - äî 100 74,7 84,9

0,1 0,20 8 0,5 - äî 100 49,8 56,7

0,1 0,01 6 0,1 - äî 100 63,5 72,2

0,1 0,01 8 - äî 100 52,1 59,3

1 0,1 10 5 - äî 100 64,9 73,8

1 0,1 10 6 - äî 100 51,2 58,2

4 0,1 0,06 8 0,1 - äî 100 81,0 96,4

5 0,2 0,06 8 0,1 - äî 100 73,3 102,4

0,2 0,05 7 0,1 - äî 100 66,7 93,2

0,2 0,04 7 0,1 - äî 100 72,0 100,6

0,2 0,1 7 0,1 - äî 100 72,2 100,8

6 0,1 0,06 8 0,5 - äî 100 65,8 91,0

7 0,1 0,08 8 0,05 - äî 100 81,4 102,6

0,1 0,08 8 0,1 - äî 100 82,8 104,4

0,1 0,08 8 0,5 - äî 100 85,6 107,9

0,1 0,08 8 1 - äî 100 79,2 99,9

0,1 0,08 8 2 - äî 100 73,1 92,2

Ïðèìåð 2.
Íà Êîíàêîâñêîì çàâîäå òîâàðíîãî îñåòðîâîäñòâà, â ñàäêîâîì òåïëîâîäíîì õîç éñòâå íà

Êðàñíîäàðñêîé ÒÝÖ, íà Àäûãåéñêîì îñåòðîâîì çàâîäå, íà æèâîðûáíîé áàçå Êðàñ-ÍÈÈÐÕà
"×èòóê", à òàêæå â êðèîáàíêå ÂÍÈÈÏÐÕ ñ öåëüþ ôîðìèðîâàíè  êîëëåêöèè êðèîáàíêà
ïðîâîäèëàñü êðèîêîíñåðâàöè  ñïåðìû ðàçíûõ âèäîâ îñåòðîâûõ ðûá çà âë åìûì
ñïîñîáîì. Îõëàæäåííûå äî 10°Ñ îáðàçöû ñïåðìû ðàçáàâë ëè â ñîîòíîøåíèè 1:1
îõëàæäåííûì äî òîé æå òåìïåðàòóðû çàùèòíûì ðàñòâîðîì, ñîäåðæàíèå êîìïîíåíòîâ
êîòîðîãî ñîîòâåòñòâîâàëî ðåêîìåíäóåìûì â çà âë åìîì èçîáðåòåíèè ïðåäåëàì.
Ïîëó÷åííûå ñóñïåíçèè ýêâèëèáðèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷àñà ïðè 0°Ñ, çàòåì ðàçëèâàëè â
õëîðâèíèëîâûå ïðîáèðêè îáúåìîì 1,5 ìë è çàìîðàæèâàëè ïî òðåõýòàïíîé ïðîãðàììå,
îïèñàííîé â ïðèìåðå 1, çà èñêëþ÷åíèåì òîãî, ÷òî îõëàæäåíèå îò 5 äî ìèíóñ 15°Ñ
ïðîâîäèëè ñî ñêîðîñòüþ 5°Ñ/ìèí, îò ìèíóñ 15 äî ìèíóñ 70°Ñ ñî ñêîðîñòüþ 15°Ñ/ìèí.
Ðàçìîðàæèâàíèå ïðîáèðîê îñóùåñòâë ëè â ïðèáîðå ÌÒÀ-70 ïðè òåìïåðàòóðå 40°Ñ.
Ïðîâåðêó îïëîäîòâîð þùåé ñïîñîáíîñòè îáðàçöîâ ñïåðìû ïðîâîäèëè â ëàáîðàòîðíûõ
óñëîâè õ íà ÷àøêàõ Ïåòðè. Ðåçóëüòàòû ïðîâåðêè â çàâèñèìîñòè îò ñîñòàâîâ
èñïîëüçîâàííûõ çàùèòíûõ ðàñòâîðîâ ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 2.

Òàáëèöà 2.

Êà÷åñòâî îáðàçöîâ êðèîêîíñåðâèðîâàííîé ñïåðìû îñåòðîâûõ ðûá, çàëîæåííûõ íà õðàíåíèå â êðèîáàíê

Âèä ðûáû Ñîäåðæàíèå êîìïîíåíòîâ çàùèòíîãî ðàñòâîðà, % Îïëîäîòâîðåíèå èêðû ðàçìîðîæåííîé
ñïåðìîé

Ñàõà
ðîçà

KCl Ìåòàíîë Ãëèöåðèí Äèñòèëëèðîâàííà 
âîäà

% îïëîäîòâîðåíè  % îò êîíòðîë 

Ðóññêèé îñåòð 0,5 0,05 10 0,05 äî 100 62,7 -

78,0 91,8

Ñèáèðñêèé îñåòð (ëåíñêà  ïîïóë öè ) 81,0 96,4

Ñòåðë äü 82,9 -

Áåëóãà 60,0 -

Ñèáèðñêèé îñåòð (áàéêàëüñêà 
ïîïóë öè )

0,2 0,1 8 0,1 äî 100 64,2 -

60,1 -

Ñèáèðñêèé îñåòð (ëåíñêà  ïîïóë öè ) 63,7 88,1

69,9 106,0

64,0 92,3

Ñòåðë äü 64,6 -

Áåëóãà 60,8 130,0

Ñåâðþãà 75,0 -
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Ñèáèðñêèé îñåòð (ëåíñêà  ïîïóë öè ) 0,1 0,08 8 0,5 äî 100 68,7 179,4

92,3 121,1

77,9 95,6

63,5 87,1

66,4 77,8

72,3 97,4

73,3 98,9

Ñèáèðñêèé îñåòð (îáñêà  ïîïóë öè ) 72,6 89,0

Ðóññêèé îñåòð 62,3 120,5

Ïðèâåäåííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî îïëîäîòâîð þùà  ñïîñîáíîñòü
êðèîêîíñåðâèðîâàííîé çà âë åìûì ñïîñîáîì ñïåðìû ðàçíûõ âèäîâ îñåòðîâûõ ðûá
ñîõðàí åòñ  íà óðîâíå íàòèâíîé ñïåðìû â êîíòðîëå, à èíîãäà è ïðåâîñõîäèò åå.

Ïðèìåð 3.
Â ïðîèçâîäñòâåííûõ óñëîâè õ Êîíàêîâñêîãî çàâîäà òîâàðíîãî îñåòðîâîäñòâà áûëî

ïðîâåäåíî îñåìåíåíèå ïðîìûøëåííûõ ïàðòèé èêðû ñèáèðñêèõ îñåòðîâ ñìåñüþ ñïåðìû
íåñêîëüêèõ ñàìöîâ, êðèîêîíñåðâèðîâàííîé ñïîñîáîì, îïèñàííûì â ïðèìåðå 1, çà
èñêëþ÷åíèåì òîãî, ÷òî çàùèòíûé ðàñòâîð ñîäåðæàë, ìàñ.%: ñàõàðîçó - 0,1, KCl - 0,08,
ìåòàíîë - 8, ãëèöåðèí - 0,7, äèñòèëëèðîâàííóþ âîäó - îñòàëüíîå. Îñåìåíåíèå è
èíêóáàöè  îïëîäîòâîðåííîé èêðû îñóùåñòâë ëèñü â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðèí òîé â
ðûáîâîäíîé ïðàêòèêå òåõíîëîãèåé âîñïðîèçâîäñòâà îñåòðîâûõ ðûá. Ðåçóëüòàòû
îïëîäîòâîðåíè  ïàðòèé èêðû ïî 100 è 300 ã ðàçíûì êîëè÷åñòâîì ðàçìîðîæåííîé ñïåðìû
ñèáèðñêèõ îñåòðîâ ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 3.

Òàáëèöà 3.

Ðåçóëüòàòû îïëîäîòâîðåíè  èêðû ñèáèðñêèõ îñåòðîâ êðèîêîíñåðâèðîâàííîé ñïåðìîé â ïðîìûøëåííûõ óñëîâè õ

¹ îïûòà Îáúåì èêðû,
ìë

Îáúåì ñïåðìû,
ìë

Îáúåì àêòèâàòîðà,
ìë

Ðàçáàâëåíèå ñïåðìû
àêòèâàòîðîì

Îïëîäîòâîðåíèå èêðû ðàçìîðîæåííîé
ñïåðìîé

% îïëîäîòâîðåíè  % îò êîíòðîë 

1 100 3 300 1:100 50,0 73,4

2 6 300 1:50 69,1 101,4

3 300 9 900 1:100 58,0 76,7

4 13,5 1350 58,7 77,6

5 18 1800 75,2 99,4

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î âîçìîæíîñòè óñïåøíîãî ïðèìåíåíè 
êðèîêîíñåðâèðîâàííîé çà âë åìûì ñïîñîáîì ñïåðìû äë  îñåìåíåíè  èêðû â
ïðîìûøëåííûõ ìàñøòàáàõ ïðè ðàçíûõ ñîîòíîøåíè õ îáúåìîâ ñïåðìû, èêðû è àêòèâàòîðà.

Ïðèâåäåííûå ïðèìåðû èëëþñòðèðóþò âûñîêóþ ýôôåêòèâíîñòü êðèîêîíñåðâèðîâàíè 
ñïåðìû îñåòðîâûõ ðûá çà âë åìûì ñïîñîáîì, îáåñïå÷èâàþùèì âûæèâàåìîñòü è âûñîêóþ
îïëîäîòâîð þùóþ ñïîñîáíîñòü ñïåðìàòîçîèäîâ.

Òàêèì îáðàçîì, èçëîæåííûå âûøå ñâåäåíè  ñâèäåòåëüñòâóþò î âûïîëíåíèè ïðè
èñïîëüçîâàíèè çà âëåííîãî èçîáðåòåíè  ñëåäóþùåé ñîâîêóïíîñòè óñëîâèé:

- ñïîñîá êðèîêîíñåðâèðîâàíè  ñïåðìû ðûá ïî çà âëåííîìó èçîáðåòåíèþ ïðåäíàçíà÷åí
äë  èñïîëüçîâàíè  â ïðîìûøëåííîñòè, â ÷àñòíîñòè äë  êðèîêîíñåðâàöèè ñïåðìû
îñåòðîâûõ ðûá ñ èñïîëüçîâàíèåì çàùèòíîãî ðàñòâîðà, êîìïîíåíòû êîòîðîãî â óêàçàííûõ
êîíöåíòðàöè õ â ñîâîêóïíîñòè ñ ïðåäëàãàåìûì ðåæèìîì çàìîðàæèâàíè  îáåñïå÷èâàþò
âûæèâàåìîñòü è âûñîêóþ îïëîäîòâîð þùóþ ñïîñîáíîñòü ðàçìîðîæåííûõ ñïåðìàòîçîèäîâ;

- äë  çà âëåííîãî ñïîñîáà â òîì âèäå, êàê îí îõàðàêòåðèçîâàí â íåçàâèñèìîì ïóíêòå
èçëîæåííîé ôîðìóëû èçîáðåòåíè , ïîäòâåðæäåíà âîçìîæíîñòü åãî îñóùåñòâëåíè  ñ
ïîìîùüþ îïèñàííûõ â çà âêå ñðåäñòâ è ìåòîäîâ.

Ñëåäîâàòåëüíî, çà âëåííîå èçîáðåòåíèå ñîîòâåòñòâóåò óñëîâèþ "ïðîìûøëåííà 
ïðèìåíèìîñòü".
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Âïåðâûå ïðîâåäåíà óñïåøíà  ãèáðèäèçàöè  ñòåðë äè (A. ruthenus) × ñèáèðñêîãî îñåòðà

(A. baeri), ñòåðë äè × ðóññêîãî îñåòðà (A. gueldenstaedti) è ñòåðë äè × àòëàíòè÷åñêîãî
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îñåòðà (A. sturio) ñ èñïîëüçîâàíèåì êðèîêîíñåðâèðîâàííîé ñïåðìû ñàìöîâ îñåòðîâ è
ãèáðèäà ñòåðë äü × ñòåðë äü â êà÷åñòâå êîíòðîë . Ñïåðìó âñåõ òðåõ âèäîâ ðàçáàâë ëè
çàùèòíûì ðàñòâîðîì, ñîäåðæàùèì 23,4 ìÌ ñàõàðîçû, 0,25 ìÌ KCl, 30 ìÌ òðèñ (pH 8.0) è
10% ìåòàíîëà. Îáðàçöû çàìîðàæèâàëè â ïëàñòèêîâûõ ñîëîìèíêàõ â ïàðàõ æèäêîãî àçîòà
íà âûñîòå 3 ñì íàä óðîâíåì æèäêîãî àçîòà â òå÷åíèå 3 ìèí. Ïîñëå îòòàèâàíè  ïðèìåðíî
3000 èêðèíîê ñòåðë äè áûëî îïëîäîòâîðåíî ðàçìîðîæåííîé ñïåðìîé èç øåñòè ñîëîìèíîê.
Âûêëåâ ëè÷èíîê ïîñëå îïëîäîòâîðåíè  ñïåðìîé ñòåðë äè ñîñòàâèë 30,6%, â òî âðåì  êàê
äë  ãèáðèäîâ A. ruthenus × A. baeri, A. ruthenus × A. gueldenstaedti è A. ruthenus × À. sturio
ýòè ïîêàçàòåëè ñîñòàâë ëè ñîîòâåòñòâåííî 50%, 17,4% è 34%. Äë  ïîäòâåðæäåíè 
ìåæâèäîâîé ãèáðèäèçàöèè èñïîëüçîâàëè ìîðôîìåòðè÷åñêèå ìàðêåðû, à òàêæå îöåíêó
ïðîèçâîëüíî àìïëèôèöèðîâàííîé ïîëèìîðôíîé ÄÍÊ (RAPD).

Aquaculture International 12: 47-56, 2004. © 2004 Kluwer Academic Publishers. Printed
in the Netherlands.
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Abstract Successful hybridization of sterlet (Acipenser ruthenus) x Siberian

sturgeon (Acipenser baeri), sterlet x Russian sturgeon (Acipenser ^ueldenstaedti) and
sterlet x European sturgeon (Acipenser sturid) was carried out for the first time
using cryopreserved semen of sturgeon males and sterlet x sterlet crosses as
controls. Sperm of all three species was diluted wim a cryodituent composed of 23.4
mM sucrose, 0.25 mM KCl, 30 mM Tris (pH 8.0) and 10% methanol. The samples were
frozen in plastic straws in the vapor of liquid nitrogen at the height of 3 cm above
the level of nitrogen for 3 min. Following thawing approximately 3000 sterlet eggs
were fertilized with six straws of frozen-thawed sperm. The hatching rate with
sterlet sperm was 30.6% while the hatching rate of A. ruthenus x A baeri, A. ruthenus
x A. suelden-staedti and A ruthenus, x A. sturio hybrids was 50, 17.4 and 34%,
respectively. Morphometric markers as well as random amplified polymorphic DNA (RAPD)
assay was used to verify interspecific hybridization.

Key words: Cryopreservarion, Hybrids, RAPD, Sperm, Sturgeon

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ñïîñîá êðèîêîíñåðâèðîâàíè  ñïåðìû îñåòðîâûõ ðûá, âêëþ÷àþùèé ðàçáàâëåíèå

ñïåðìû ïåðåä çàìîðàæèâàíèåì çàùèòíûì ðàñòâîðîì, ñîäåðæàùèì ñàõàðîçó, õëîðèä êàëè 
è ìåòàíîë, è ïîñëåäóþùåå çàìîðàæèâàíèå â ïàðàõ æèäêîãî àçîòà, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî â
çàùèòíûé ðàñòâîð ââîä ò â êà÷åñòâå äîïîëíèòåëüíîãî êðèîïðîòåêòîðà ãëèöåðèí,
çàìîðàæèâàíèå ðàçáàâëåííîé ñïåðìû îñóùåñòâë þò â òðè ýòàïà, ïðè ýòîì êîìïîíåíòû
çàùèòíîãî ðàñòâîðà áåðóò â ñëåäóþùåì ñîîòíîøåíèè, ìàñ.%:

ñàõàðîçà 0,05-0,5

õëîðèä êàëè  0,01-0,15

ìåòàíîë 6-12

ãëèöåðèí 0,05-5

äèñòèëëèðîâàííà  âîäà îñòàëüíîå

2. Ñïîñîá ïî ï.1, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî çàìîðàæèâàíèå ñïåðìû îñóùåñòâë þò îò 5
äî -15°Ñ ñî ñêîðîñòüþ 2-5°Ñ/ìèí, îò -15 äî -70°Ñ ñî ñêîðîñòüþ 10-20°Ñ/ìèí, à çàòåì
ïëàâíî ïîãðóæàþò â æèäêèé àçîò.
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