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Анализ спермы составляет основу определения оплодотворяющей способности племен-
ного производителя. Кроме того, число доз осеменения в одном эякуляте зависит от показателей 
спермы. Андрология стала одной из первых областей в медицине, где цифровые технологии ана-
лиза изображений нашли применение при оценке состояния половых путей и функции спермиев. 
Их совершенствование расширяет возможности применения разрабатываемых систем в медицин-
ской практике или животноводстве. В системах ISAS®PBos («PROISER — Projectes i Serveis R+D 
S.L.», Испания) анализ семени включает определение количества, подвижности и морфологии 
спермиев. С учетом размеров спермиев, оптимальной скорости передачи и обработки изображе-
ний разрабатываются системы для двумерного анализа подвижности сперматозоидов у разных 
видов животных. Система ISAS®PBos подсчитывает процент морфологических аномалий на ос-
новании изображений, полученных для оценки подвижности, и позволяет определять оптималь-
ное число спермодоз в эякуляте. Выявление морфологических различий спермиев у разных пород, 
а также наличия структурированных субполяций спермиев в эякуляте выводит исследования в 
области репродуктивной биологии на следующий уровень и открывает новые перспективы для 
практики разведения животных. При изучении спермиев на субпопуляционном уровне применяет-
ся многомерная статистика, которая базируется на анализе главных компонент. В статистическом 
оценивании и математическом моделировании предлагается использовать байесовский подход, на 
основании которого в ближайшее время будет разработан математический инструментарий для 
оценки качества спермы. Существенные недостатки распространенных ранее методов связаны с 
изменениями естественной подвижности клеток в счетных камерах и нативной формы и размеров 
сперматозоида в процессе подготовки препаратов (обезвоживание, фиксация, мечение и монтаж). 
Эти проблемы снимаются при работе с новыми системами — ISAS® 3DTrack и Trumorph® для 
определения соответственно подвижности и морфологии сперматозоидов. ISAS® 3DTrack (лазер-
ный микроскоп без линз) с глубиной резкости около 100 мкм позволяет получать трехмерное 
изображение треков движения клеток, что является большой инновацией. По технологии 
Trumorph® при негативном фазовом контрастировании можно получать изображения с высоким 
разрешением и выявлять особенности морфологии спермиев у многих видов животных. Комплект 
ISAS® 3Fun с набором для окрашивания ISAS® 3Fun kit и соответствующим программным обес-
печением позволяет четко различать спермии с неповрежденной клеточной оболочкой и акросо-
мой, что имеет важнейшее функциональное значение. 
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Анализ спермы составляет основу определения оплодотворяющей 
способности племенного производителя. Кроме того, число доз осемене-
ния в одном эякуляте зависит от показателей спермы. Традиционно каче-
ство семени оценивал опытный лаборант, просматривая образцы под мик-
роскопом и определяя число (желательно в счетных камерах Бюркера, 
Нойбауэра и пр.) и подвижность сперматозоидов. Наиболее распространен 
был, по сути, субъективный подход с приблизительной оценкой (в преде-
лах 5 % ошибки) без подсчета всех клеток. Такая практика (1) не позволя-
ла исследовать морфологию сперматозоидов и с учетом этого контролиро-
вать производство доз, предназначенных для осеменения.  

По сравнению с оценкой подвижности и количества спермиев, 
применяемой чаще всего (2), их морфологический анализ имел второсте-
пенное значение: он занимает гораздо больше времени, выбрать универ-
сальную схему классификации намного сложнее (3, 4), а точность опреде-
ления недостаточна (5, 6). В то же время морфологические характеристики 
спермиев контролируются генетически (7), в том числе на уровне этапов 
сперматогенеза и процессов эпидидимального созревания (8), поэтому они 
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более информативны, чем, например, подвижность, которая значительнее 
подвержена влиянию факторов окружающей среды (9). 

Андрология стала одной из первых областей в медицине, где циф-
ровые технологии анализа изображений нашли применение при оценке 
состояния половых путей и функции спермиев (10-13). Персональные  
компьютеры начали использовать для анализа количества (14), подвижно-
сти (15, 16), морфологии (17, 18) спермиев, а также их изображений в 
электронной микроскопии (19). Успешные результаты применения авто-
матизированной системы CASA (сomputer-assisted sperm analysis) для про-
гноза качества спермы (20, 21) привели к разработке многочисленных се-
рийных моделей CASA.  

 

 

Рис. 1. Элементы системы CASA для 
компьютерного анализа спермы. 
 

Базовые элементы сис-
темы — фазово-контрастный 
микроскоп (желательно с не-
гативным контрастом), видео-
камера, компьютер с програм-
мным обеспечением (рис. 1).  
Первое поколение CASA ос-
новывалось на несовершен-
ных информационных техно- 

логиях, что увеличивало время исследования и финансовые издержки. 
Этим ограничивалось их использование в базовых исследованиях. Склады-
валось мнение, что в медицинской практике или животноводстве примене-
ние технологии CASA нецелесообразно. Ситуацию изменила разработка си-
стем серии ISAS®P, выполненная компанией «PROISER — Projectes i Serveis 
R+D S.L.» (Испания), первоначально предназначенных для производства 
спермодоз хряка с последующей модификацией для других видов, включая 
крупный рогатый скот. В системах ISAS®PBos анализ семени включает 
определение количества, подвижности и морфологии спермиев. Для под-
счета клеток используются специальные камеры (нами разработаны одно-
разовые и многоразовые) (рис. 2). На рынке представлены различные ти-
пы камер, но не во всех клетки распределяются одинаково хорошо. В од-
норазовых камерах вследствие реологических и капиллярных эффектов и 
примененного принципа параллельной конструкции распределение получа-
ется наилучшим (22-24). При использовании многоразовых камер на ре-
зультат влияет оптимизация конструкции и состав стекла. Поверхностное 
натяжение стекла из-за поверхностных ионов приводит к плохому распре-
делению, что зависит от времени осаждения на покровном стекле (25). 
 

 

Рис. 2. Примеры счетных камер много- и одноразового использования в системе CASA. 
 

Эти факторы также влияют на результаты оценки подвижности 
клеток. Очевидно, что у клеток длиной около 70 мкм, которые в камере 
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должны перемещаться в пространстве шириной всего 10 мкм, проявляется 
артефакт подвижности. В зависимости от вида животного использование 
камер размером 20 мкм (анализ с камерами большой глубины) снижает 
воздействие этого фактора, даже если он продолжает присутствовать.  

Еще один важный аспект при анализе подвижности — скорость 
передачи кадра при захвате последовательных изображений. Подвижность 
определяется несколькими кинематическими параметрами, из них некото-
рые чрезвычайно чувствительны к промежутку времени между захватом 
изображений. Вслед за экспоненциальной кривой особенно возрастает  
криволинейная скорость (curvilinear velocity, VCL) (А. Valverde et al., не-
опубликованные данные). Только при кадровой частоте, близкой к асимп-
тотическому значению, кинематические параметры действительно репре-
зентативны, составляя, например, для бычьих сперматозоидов 160 FPS 
(число кадров в секунду) (26).  

В настоящее время мы работаем над определением условий для 
двумерного анализа подвижности сперматозоидов у разных видов живот-
ных, что подразумевает наиболее приемлемую глубину счетной камеры, 
оптимальную скорость передачи кадра, время загрузки, анализа и т.д.  

Классическое исследование морфологии клетки предусматривает 
различные методы ее окрашивания (27). Подготовка окрашенных препара-
тов включает дегидратацию, фиксацию и собственно окрашивание, изме-
няющие реальную структуру и размеры клетки, что создает различные ар-
тефакты (28). Система ISAS®PBos подсчитывает процент морфологических 
аномалий, анализируя наличие цитоплазматических капель и биспираль-
ных хвостов у спермиев на основании изображений, используемых для 
оценки подвижности в клеточной суспензии (негативный фазовый кон-
траст). При увеличении ½10 получить более детальные морфометрические 
показатели не представляется возможным. Можно применять флуорес-
центную микроскопию, но при этом выявляются только некоторые эле-
менты головки спермия (29). ISAS®PBos позволяет определять оптималь-
ное число спермодоз в конкретном эякуляте на основании данных об ис-
следуемом образце либо результатов последних пяти исследований размо-
роженных образцов семени конкретного животного. 

Предельные сроки криоконсервации спермы. Самое важное 
условие для использования спермодоз при искусственном осеменении 
(ИО) — их длительное сохранение. В начале применения практики искус-
ственного осеменения самцы и самки находились в одном хозяйстве. В 
настоящее время практика ИО распространилась даже на лис. Развитие 
метода привело к созданию специализированных хозяйств для конкретных 
целей содержания животных (в дополнение к фермам по откорму и полу-
чению продукции): самцов — для производства спермодоз, самок — для 
отела (воспроизводство стада). В этой связи сохранность спермодоз приоб-
ретает существенное значение. Охлаждение образцов было первым подхо-
дом к решению задачи, и такая практика остается наиболее распространен-
ной для хряков или кроликов. Однако расстояние, на которое должны 
транспортироваться образцы семени, и время их использования оставались 
слишком короткими, что ограничивало возможности удаленного обмена 
генетическим материалом. Разработка технологии замораживания позво-
лила получать образцы, которые теоретически могли бы перевозиться по 
всему миру без ограничения по времени. В настоящее время заморажива-
ние и оттаивание образцов спермы широко применяется для человека и 
быков, для чего предложены многочисленные протоколы.  

Тем не менее, и эти технологии не исключают изменений качества 
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семени. Например, окислительный стресс влияет на подвижность, фраг-
ментацию ДНК, акросомную реакцию и т.д. (30). Оценить это при ручной 
обработке образцов почти невозможно, и технологии CASA в подобных 
случаях имеют важное преимущество (31, 32).  

В качестве агента, защищающего от окислительного стресса при 
криоконсервации сперматозоидов быка, мы изучили генистеин (33). Было 
показано, что доля клеток с сильной фрагментацией ДНК после обработ-
ки генистеином уменьшается, что сопровождается снижением подвижно-
сти и жизнеспособности. После замораживания-оттаивания показатель жиз-
неспособности при 30- и 60-минутной обработке генистеином составил 
51,6±1,3 и 50,2±1,4 % против 61,1±1,3 % в контроле (различия между ва-
риантами обработки недостоверны, с контролем — достоверны), соответ-
ствующие показатели по фрагментации ДНК сперматозоида — 5,3±0,6 и 
4,7±0,6 % (различия недостоверны) против 6,8±0,7 % (различия между 
контролем и значениями при 60-минутной обработке достоверны). Судя 
по полученным результатам, влияние обработки сильнее проявлялось в 
случае образцов с высокой степенью фрагментации или при процедуре 
ICSI (интрацитоплазматическая инъекция сперматозоида в овоцит).  

Недавно в другом эксперименте мы изучили сперму собак (С. Soler 
et al., неопубликованные данные). При этом наблюдали значительное раз-
личие между морфометрическими характеристиками сперматозоидов у раз-
ных пород, в частности, таких непохожих, как английский бульдог, чиху-
ахуа и немецкая овчарка, сперматозоиды которых до настоящего времени 
в большинстве научных публикаций рассматривались как некая обобщен-
ная группа сперматозоидов собаки. То же, возможно, справедливо для бы-
ков, у которых были четко индивидуализированы породы внутри Bos taurus 
(и их гораздо больше с учетом пород Bos indicus). Действительно, в неко-
торых исследованиях при сравнение спермы обоих видов наблюдали мор-
фометрические различия (34). В настоящее время, сравнивая семя быков 
четырех пород, мы пытаемся получить новые знания по этой проблеме, что 
в равной степени важно для фундаментальной биологии и практики ИО, 
например при разработке породных протоколов обработки эякулятов.   

Ближайшие перспективы. Структура семенных субпопуляций . 
Несмотря на достижения последних десятилетий, возможность прогнози-
ровать потенциал оплодотворяющей способности спермия на основании 
анализа in vitro остается ограниченной (35, 36). Тем не менее, в отноше-
нии классических показателей результат может быть улучшен при сочета-
нии разных статистических подходов (37, 38). Как следствие, сложность 
исследований семени постоянно возрастала с целью улучшения прогнози-
рования его оплодотворяющей способности (39, 40). Однако некоторые из 
параметров качества тесно взаимосвязаны, и простое увеличение числа 
аналитических исследований не всегда повышает прогнозирующую спо-
собность спермиограммы (28, 38, 41). 

С помощью методов высшей математики в эякуляте были обнару-
жены субпопуляции сперматозоидов. Они имеются у многих видов и появ-
ляются в зависимости от условий, однако значение такого феномена пока 
не ясно (42-47). До последнего времени концептуальный подход к физио-
логии семени был близок к представлению о марафоне, в ходе которого 
сперматозоид-победитель, достигнув яйцеклетку, оплодотворяет ее. Исхо-
дя из этого, семя анализировали на наличие так называемых нормальных 
клеток с хорошей подвижностью и морфологией в семенной плазме, од-
нако при этом не учитывалось их реальное поведение в женском половом 
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тракте. Присутствие структурированных субпопуляций склоняет нас к но-
вому пониманию процесса оплодотворения и концепции, которую можно 
определить как командную, и в этом случае теоретически возможно, что 
все сперматозоиды во влагалище могут быть важны для успешного опло-
дотворения (28). В предстоящие десятилетия следует ожидать очень инте-
ресных результатов, которые помогу лучше понять этот феномен.   

В недавней публикации мы сравнили классические и современные 
методы математического анализа при оценке семенных характеристик. 
Выяснилось, что классические подходы, такие как ANOVA (analysis of var-
iance, дисперсионный анализ) или даже MANOVA (multiple analysis of 
variance, многомерный дисперсионный анализ), не подходят при исследо-
вании популяции спермиев. Для их изучения на уровне субпопуляций 
необходимо использовать многомерную статистику, основанную на анали-
зе главных компонент, что позволяет наилучшим образом определить ре-
альный состав семени. Кроме того, различия между эякулятами одного 
животного указывают на то, что субпопуляционная структура (даже обу-
словленная генетически) может быть подвержена влиянию внешних и 
внутренних факторов (48). В этой связи для оценки качества спермы в 
статистическом оценивании и математическом моделировании предлагает-
ся использовать байесовский подход, на основании которого в ближайшее 
время будет разработан математический инструментарий (49-51) 

Новые инструменты для новых подходов. В любых осуществляемых 
до настоящего времени исследованиях подвижности и морфологии спер-
матозоидов экспериментатор, как уже отмечалось, по сути имел дело с 
набором артефактов. Раньше при визуальном определении под оптиче-
ским микроскопом глубина обзора (и, соответственно, счетных камер) не 
превышала 20 мкм. При длине спермия > 50 мкм (в зависимости от вида 
животного) это означает, что движение клеток внутри камер не может быть 
естественным, оно ограничено по сравнению с происходящим в реальных 
условиях. В отношении морфологии все прежние методики, включающие 
обезвоживание, фиксацию, мечение и монтаж препаратов, также изменя-
ют нативную форму и размеры сперматозоида (52). 

Чтобы исключить искажения и не исследовать искусственно полу-
ченные структуру, наши специалисты разработали две новые системы — 
ISAS® 3DTrack (рис. 3, А, Б) и Trumorph® (рис. 4, А, Б) для определения 
соответственно подвижности и морфологии сперматозоидов.  

Как уже отмечалось, необходимо значительно увеличить глубину 
пространства, в которой должны двигаться клетки во время изучения, и с 
этой целью мы разработали прибор ISAS® 3DTrack (лазерный микроскоп 
без линз) с глубиной резкости около 100 мкм. Анализ соответствующей 
голограммы позволяет получать трехмерное изображение треков движе-
ния, что также является большой инновацией. По существу предлагаемая 
технология создает условия для снижения затрат и разработки портативного 
и компактного голографического микроскопа без линз, со схемой освеще-
ния и детектирования, основанной на мультиплексировании с разделени-
ем по длине волны, в которой для обработки изображения используется 
принцип захвата одной голограммы и алгоритм быстрой сходимости. Все 
эти параметры, включая предлагаемую плоскость изображения, позволяют 
обеспечивать высокую разрешающую способность (микрометровый диапа-
зон), восстановленное благодаря удалению двойного изображения количе-
ственное фазовое изображение в динамике (регулирование скорости ви-
деозаписи) (M. Sanz с соавт., 2015, 2017). 
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А 

 
 

Рис. 3. Прибор ISAS® 3DTrack (А) и полученное на нем трехмерное изображение подвижности 
спермиев хряка (Б). 

 

А 

 

Рис. 4. Прибор Trumorph® (А) и примеры получаемых изображений спермиев разной морфоло-
гии (Б; а, b, c, d, е, f, g, h, i). Крайняя слева — нормальная клетка. 

 

 

 

Рис. 5. Варианты окрашивания 
сперматозоидов хряка при ис-
пользовании комплекта ISAS® 

3Fun kit (слева, масштабная ли-
нейка 5 мкм) и компьютерный 
анализ траекторий движения спе-
рмиев после окрашивания с ис-
пользованием комплекта обору-
дования ISAS® 3Fun (справа). 
 

Технология Trum-
orph® основана на нагре-
ве с целью иммобилиза-
ции клеток и слабом дав-
лении для распределения 
семенной плазмы (рис. 5, А) и обеспечения максимальной проекции кле-
ток. Использование объектива ½40 и негативное фазовое контрастирова-
ние дают изображения с высоким разрешением для анализа клеток разных 
видов животных, включая быков (см. рис. 5, Б) (46, 53, 54). 

Б 

Б 
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Флуоресцентные маркеры и проточная цитометрия позволяют оце-
нить многочисленные структурные и функциональные характеристики 
сперматозоидов в больших популяциях (55, 56), но эта методика довольно 
сложная и слишком дорогостоящая для повседневного применения при 
подсчете доз. Чтобы избежать подобных ограничений, мы разработали ком-
плект оборудования ISAS® 3Fun и соответствующее программное обеспе-
чение для автоматизированного анализа. Этот новый метод позволяет чет-
ко различать спермии с неповрежденной клеточной оболочкой и акросо-
мой, что имеет важнейшее функциональное значение (57), без изменения 
подвижности. Таким образом, появляется возможность одновременно ис-
следовать эти три параметра отдельно для каждой клетки (см. рис. 5). 

Итак, в ближайшей перспективе предполагается на основе класси-
ческих и разрабатываемых методов математического анализа объединить 
данные по параметрам семени с целью прогнозрования его оплодотворя-
ющей способности. Обязательный этап этих исследований — определение 
оптимальных условий для применения всех рассматриваемых инструмен-
тов. Сравнение данных позволит найти новые подходы для изучения суб-
популяционного состава спермы в эволюционном и физиологическом ас-
пектах, усовершенствовав оценку ее качества, в том числе при производ-
стве семенных доз для более успешных технологий воспроизводства.  
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A b s t r a c t  
 

Semen analysis constitutes the base for the establishment of fertility of a male. In addition, 
the number of insemination doses to produce from an ejaculate depends on the defined sperm char-
acteristics. As soon as image analysis techniques were applied to biological problems the andrology 
was one of the first fields benefited both in the evaluation of genital track and sperm function. The 
improvement of image analysis expands possibilities of using developed systems in medical practice 
and animal husbandry. In ISAS®PBos («PROISER — Projectes i Serveis R+D S.L.», Spain) the se-
men analysis done includes concentration, motility and morphology. The systems with optimal rate 
of frame capture and transmission at images processing are developed for a two-dimensional analysis 
of spermatozoa motility in different species with regard to the spermatozoa sizes. ISAS®PBos calcu-
lates the percentage of morpho-abnormalities analysing the presence of cytoplasmic droplets and 
coiled tails base on the images used for motility analysis, and allows calculation of the optimal num-
ber of doses to produce from a particular ejaculate. Breed-dependent morphological diversity of 
spermatozoa found in different species, and a disclosure of structured subpolations of spermatozoa in 
the ejaculate, lead reproductive biology to the next level and open new prospects for the practice of 
animal breeding. In the study of spermatozoa at the subpopulation level the multivariate statistics which 
is based on an analysis of the principal components is applicable. In statistical estimation and mathe-
matical modeling, it is proposed to use the Bayesian approach, on the basis of which a mathematical 
toolkit for estimating sperm quality will be developed in the near future. Essentially, the shortcomings 
of the early methods used for semen analysis are due to modifications of real motility of germ cells in 
counting chambers and the real shape and size of the spermatozoa under dehydration, fixation, staining 
and mounting. ISAS® 3DTrack and Trumorph® for estimation of sperm motility and morphology, 
respectively, avoid the limitations. ISAS® 3DTrack device, a lensless laser microscope, allows the analy-
sis in a depth around 100 μm. Moreover, the analysis of the correspondent hologram allows the analysis of 
track in three dimensions what is also a big novelty. Trumorph® technique offers the maximum projection 
of the cells making it possible to obtain images of high resolution and definition of cells components in a 
wide range of species, including bull. ISAS® 3Fun with ISAS®3Fun kit and the correspondent software for 
automatic analysis is a new method enables a clear distinction of spermatozoa with intact plasmalemma 
and acrosome which are essential for sperm function. 

 

Keywords: spermatozoa, motility, morphology, fertility, subpopulations, computer-assisted 
sperm analysis, statistical analysis. 


