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Ê âàæíåéøèì óñëîâèÿì íîðìàëüíîé ïëîäîâèòîñòè ñàìöîâ ñëåäóåò îòíåñòè áèîëîãè÷å-
ñêóþ ïîëíîöåííîñòü ñïåðìàòîçîèäîâ, â òîì ÷èñëå ñîõðàííîñòü â íèõ íàñëåäñòâåííîãî ìàòåðèàëà. 
Ñ èñïîëüçîâàíèåì òåñòà ñ àêðèäèíîâûì îðàíæåâûì (ÀÎ-òåñò) ó áûêîâ-ïðîèçâîäèòåëåé ðàçíûõ 
ïîðîä ïðîàíàëèçèðîâàëè ñîñòîÿíèå ÄÍÊ â ñïåðìàòîçîèäàõ, èñïîëüçóÿ îáðàçöû çàìîðîæåííîé è 
îòòàÿííîé ñïåðìû èç êîëëåêöèè ëàáîðàòîðèè ðåïðîäóêòèâíîé êðèîáèîëîãèè Öåíòðà áèîòåõíîëî-
ãèè Âñåðîññèéñêîãî ÍÈÈ æèâîòíîâîäñòâà. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ñòåïåíü ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ â 
ñïåðìàòîçîèäàõ ó áûêîâ-ïðîèçâîäèòåëåé, êîòîðàÿ ìîæåò çàâèñåòü îò ðÿäà ôàêòîðîâ, êîëåáëåòñÿ 
îò 0,96 äî 80 %. Ïî âåëè÷èíå èíäåêñà ôðàãìåíòàöèè îáñëåäîâàííûå áûêè ðàçäåëÿëèñü íà ÷å-
òûðå ãðóïïû — ñ âûñîêîé (> 30,01 %), ñðåäíåé (îò 10,01 äî 30,0 %), óìåðåííîé (5,01-10,0 %) è 
ìèíèìàëüíîé (< 5,0 %) ñòåïåíüþ ôðàãìåíòàöèè. Àíàëèçèðóåìûé ïðèçíàê ïîä÷èíÿëñÿ ðàñïðåäåëå-
íèþ Ïóàññîíà.  
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Èçó÷åíèå ïðè÷èí áåñïëîäèÿ — îäíà èç âàæíûõ çàäà÷ ñîâðåìåííîé 
áèîëîãèè. Ýòà ïðîáëåìà èìååò ðÿä ñåðüåçíûõ ýêîíîìè÷åñêèõ, ìîðàëüíûõ, 
ýòè÷åñêèõ, ñîöèàëüíûõ àñïåêòîâ. Ïðîôèëàêòèêà ñíèæåíèÿ ôåðòèëüíîñòè 
àêòóàëüíà êàê â ìåäèöèíå, òàê è â æèâîòíîâîäñòâå, ïðè ýòîì èññëåäîâà-
íèÿ, âûïîëíåííûå íà ÷åëîâåêå è æèâîòíûõ, âçàèìíî äîïîëíÿþò äðóã äðó-
ãà. Èçâåñòíî, ÷òî â 50 % âñåõ ñëó÷àåâ áåñïëîäèå îáóñëîâëåíî íàðóøåíèåì 
ôåðòèëüíîñòè ìóæñêèõ îñîáåé. 

Ê âàæíåéøèì óñëîâèÿì íîðìàëüíîé ïëîäîâèòîñòè ñàìöîâ ñëåäóåò 
îòíåñòè áèîëîãè÷åñêóþ ïîëíîöåííîñòü ñïåðìàòîçîèäîâ, â òîì ÷èñëå ñî-
õðàííîñòü â íèõ íàñëåäñòâåííîãî ìàòåðèàëà. Õðîìàòèí, ñîñòàâëÿþùèé îñ-
íîâó õðîìîñîì, — ñòðóêòóðíàÿ åäèíèöà êëåòî÷íîãî ÿäðà. Áàçîâûìè êîìïî-
íåíòàìè õðîìàòèíà êëåòêè ñëóæàò ÄÍÊ (30-40 %), ãèñòîíû (30-50 %) è 
íåãèñòîíîâûå áåëêè (4-33 %). Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî ñïåðìàòîçîèäû ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé ðåçóëüòàò ñïåöèôè÷åñêîãî ðàçâèòèÿ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê, 
îíè çíà÷èòåëüíî îòëè÷àþòñÿ îò ïîñëåäíèõ. Â ÷àñòíîñòè, ê òàêèì îñîáåí-
íîñòÿì îòíîñèòñÿ ñòðîåíèå õðîìàòèíà â çðåëûõ ñïåðìàòîçîèäàõ (1).  

Îáðàçîâàíèå ñïåðìàòîçîèäîâ âêëþ÷àåò òðè îñíîâíûõ ñòàäèè: ïðå-
ìåéîòè÷åñêóþ, ìåéîòè÷åñêóþ è ïîñòìåéîòè÷åñêóþ. Â ïðîöåññå ñîçðåâàíèÿ 
ñïåðìàòîçîèäîâ èõ õðîìàòèí ïîäâåðãàåòñÿ ðàäèêàëüíîé ðåîðãàíèçàöèè, â 
ðåçóëüòàòå êîòîðîé îáû÷íûå ãèñòîíû íà 85 % çàìåùàþòñÿ ñïåöèôè÷åñêè-
ìè îñíîâíûìè áåëêàìè — ïðîòàìèíàìè, ÷òî ïðèâîäèò ê ïðàêòè÷åñêè ïîë-
íîìó îòñóòñòâèþ íóêëåîñîìíîé îðãàíèçàöèè ÄÍÊ (1). Êðîìå çàìåùåíèÿ 
ãèñòîíîâ, ïðîèñõîäèò ôîðìèðîâàíèå äèñóëüôèäíûõ ìîñòèêîâ ìåæäó ìî-
ëåêóëàìè ïðîòàìèíîâ, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ñòðóêòóðà õðîìàòèíà ñòàíîâèòñÿ 
èñêëþ÷èòåëüíî ïëîòíîé, ïî÷òè êðèñòàëëè÷åñêîé. 

Íà ôîðìèðîâàíèå ñïåðìàòîçîèäîâ è óïàêîâêó ãåíåòè÷åñêîãî ìàòå-
ðèàëà ïðè ñîçðåâàíèè ñïåðìàòîçîèäîâ âëèÿþò ìíîãèå ôàêòîðû. Ïîÿâëåíèå 
ðàçëè÷íûõ ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî âîçðàñòîì îñîáåé, 
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èíôåêöèîííûìè çàáîëåâàíèÿìè, íàëè÷èåì õðîíè÷åñêèõ èëè îñòðûõ âîñ-
ïàëèòåëüíûõ ïàòîëîãèé, çàãðÿçíåíèåì îêðóæàþùåé ñðåäû (2), òåìïåðàòóð-
íûì ñòðåññîì (3), îáëó÷åíèåì, íåçàâåðøåííûì àïîïòîçîì (4), íàêîíåö, óñ-
ëîâèÿìè õðàíåíèÿ ñïåðìàòîçîèäîâ (5), òåõíîëîãèÿìè èõ çàìîðàæèâàíèÿ è 
îòòàèâàíèÿ (6) è ò.ï. Â ïðîöåññå ñïåðìàòîãåíåçà ãàìåòû ïîñòåïåííî óòðà-
÷èâàþò ñïîñîáíîñòü ê ðåïàðàöèè ÄÍÊ, ïîýòîìó êëåòêè ñ ôðàãìåíòèðî-
âàííîé ÄÍÊ ïîïàäàþò â ýÿêóëÿò. Ôðàãìåíòàöèÿ ìîæåò çàêëþ÷àòüñÿ â ðàç-
ðûâàõ êàê îäíîé, òàê è îáåèõ íèòåé ÄÍÊ (4, 7). 

Óñòàíîâëåíî, ÷òî ó ÷åëîâåêà ôðàãìåíòàöèÿ ÄÍÊ â ñïåðìàòîçîèäàõ 
ìîæåò áûòü ïðè÷èíîé ðàííåé ýìáðèîíàëüíîé ñìåðòíîñòè (3). Ïî äàííûì 
Y. Liu ñ ñîàâò. (8), èìååòñÿ òåñíàÿ ñâÿçü ìåæäó ñîñòîÿíèåì õðîìàòèíà â 
ìóæñêèõ ïîëîâûõ êëåòêàõ è èõ îïëîäîòâîðÿþùåé ñïîñîáíîñòüþ. Óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî îäíîé èç ïðè÷èí èäèîïàòè÷åñêîãî áåñïëîäèÿ ñëóæàò ðàçðûâû 
ÄÍÊ â ñïåðìàòîçîèäàõ. Î íåãàòèâíîì âëèÿíèè òàêèõ ðàçðûâîâ íà ôåð-
òèëüíîñòü ìóæñêèõ îñîáåé ñîîáùàëè è äðóãèå àâòîðû (9-14). Îòðèöàòåëü-
íàÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó ñòåïåíüþ ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ õðîìàòèíà è ôåðòèëü-
íîñòüþ îïèñàíà íå òîëüêî ó ÷åëîâåêà, íî è ó æèâîòíûõ (6, 15). 

Â òî æå âðåìÿ ñïåðìàòîçîèäû ñ ðàçðûâàìè ÄÍÊ ìîãóò ñîîòâåòñòâî-
âàòü âñåì òðåáîâàíèÿì ñòàíäàðòíîé ñïåðìîãðàììû è ñïîñîáíû îïëîäîòâî-
ðÿòü ÿéöåêëåòêè (9, 16). Îäíàêî ðåçóëüòàòû ðÿäà èññëåäîâàíèé ñâèäåòåëü-
ñòâóþò, ÷òî ñóùåñòâóåò ïðåäåëüíûé äîïóñòèìûé óðîâåíü ôðàãìåíòàöèè, 
ïðåâûøåíèå êîòîðîãî ïðèâîäèò ê áåñïëîäèþ. Ïî ìíåíèþ D.P. Evenson ñ 
ñîàâò. (3), òàêîå ïîðîãîâîå çíà÷åíèå èíäåêñà ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ äëÿ ìóæ-
÷èí ñîñòàâëÿåò 30 %. 

Äëÿ äèàãíîñòèêè ñòåïåíè ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ â õðîìàòèíå ñïåðìà-
òîçîèäîâ èñïîëüçóþòñÿ ïðÿìûå è íåïðÿìûå ìåòîäû. Ñ ïîìîùüþ ïåðâûõ 
âûÿâëÿþòñÿ óæå èìåþùèåñÿ ðàçðûâû, òîãäà êàê âòîðûå ïîçâîëÿþò îöå-
íèòü, íàñêîëüêî ÄÍÊ ïîëîâûõ êëåòîê îñîáè (ïî òåì èëè èíûì ïðè÷èíàì) 
ïðåäðàñïîëîæåíà ê ôðàãìåíòàöèè. 

Â çàäà÷ó íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ âõîäèëî îáíàðóæåíèå íàðóøåíèé 
â õðîìàòèíå è èõ êîëè÷åñòâåííàÿ îöåíêà ñ èñïîëüçîâàíèåì öèòîõèìè÷å-
ñêîãî ìåòîäà — îêðàøèâàíèÿ àêðèäèíîâûì îðàíæåâûì. 

Ìåòîäèêà. Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ áûëà ñïåðìà áûêîâ-ïðîèçâîäè-
òåëåé ðàçíûõ ïîðîä (n = 61, êîëëåêöèÿ ëàáîðàòîðèè ðåïðîäóêòèâíîé êðèî-
áèîëîãèè Öåíòðà áèîòåõíîëîãèè Âñåðîññèéñêîãî ÍÈÈ æèâîòíîâîäñòâà), 
çàìîðîæåííàÿ â ñîëîìèíêàõ è ãðàíóëàõ.  

Ñòåïåíü ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ â õðîìàòèíå îïðåäåëÿëè â òåñòå ñ àê-
ðèäèíîâûì îðàíæåâûì (ÀÎ-òåñò). Ñïåðìàòîçîèäû îñâîáîæäàëè îò ñåìåí-
íîé æèäêîñòè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 6 òûñ. îá/ìèí â òå÷åíèå 5 ìèí, 
îòìûâàëè â ôîñôàòíî-ñîëåâîì áóôåðå (PBS, pH 6,8) è ãîòîâèëè ìàçêè íà 
ïðåäâàðèòåëüíî îáåçæèðåííûõ ñòåêëàõ. Ìàçêè âûñóøèâàëè 10-15 ìèí ïðè 
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è ôèêñèðîâàëè 1 ÷ ïðè 4 °Ñ â ñìåñè ýòàíîëà ñ àöå-
òîíîì (1:1). Ïðåïàðàòû îêðàøèâàëè â òå÷åíèå 7 ìèí â ðàñòâîðå àêðèäèíî-
âîãî îðàíæåâîãî (0,19 ìã/ìë) ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Îêðàøåííûå 
îáðàçöû èññëåäîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ëþìèíåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà Ëþ-
ìàì-È3 («ËÎÌÎ», Ðîññèÿ). Äëÿ ðåãèñòðàöèè èçîáðàæåíèå ïðèìåíÿëè 
öâåòíóþ âèäåîêàìåðó Levenhuk model Ñ-35 («Levenhuk Ltd.», ÑØÀ). Èí-
äåêñ ôðàãìåíòàöèè îïðåäåëÿëè êàê îòíîøåíèå ÷èñëà ñïåðìàòîçîèäîâ ñ 
ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ (êëåòêè ôëóîðåñöèðóþò â êðàñíîé îáëàñòè ñïåêòðà) ê 
îáùåìó ÷èñëó ñïåðìàòîçîèäîâ. Äîêóìåíòèðîâàíèå, ðàñ÷åòû è ïðåäñòàâëåíèå 
ðåçóëüòàòîâ âûïîëíÿëè ñ ïîìîùüþ îòå÷åñòâåííîãî ïàêåòà ïðîãðàììû 
ôèðìû ÎÎÎ «ÂèäåîÒåñÒ» (ã. Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) (17). 

Ðåçóëüòàòû. Àêðèäèíîâûé îðàíæåâûé (ÀÎ) îòíîñèòñÿ ê íàèáîëåå 



 33

ýôôåêòèâíûì è ìåíåå òîêñè÷íûì ìåòàõðîìàòè÷åñêèì êðàñèòåëÿì. Â îê-
ðàøåííûõ ÀÎ îáðàçöàõ ñïåðìû áûêîâ ìû íàáëþäàëè êëåòêè, ôëóîðåñöè-
ðóþùèå â ÓÔ-ñâåòå (λ âîçáóæäåíèÿ — 280-320 íì) â êðàñíîì è çåëåíîì 
ó÷àñòêàõ ñïåêòðà (ðèñ. 1, ñì. 3-þ ñòðàíèöó îáëîæêè). Ýòè îáëàñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè õàðàêòåðíû ñîîòâåòñòâåííî äëÿ ôðàãìåíòèðîâàííîé è íåïî-
âðåæäåííîé  ÄÍÊ.  
 

Ðèñ. 2. Ñîîòíîøåíèå ñïåðìàòîçîèäîâ ñ ôðàãìåíòèðîâàííîé (à) è íåïîâðåæäåííîé (á) ÄÍÊ â îá-
ðàçöàõ ñïåðìû ó îáñëåäîâàííûõ áûêîâ-ïðîèçâîäèòåëåé (ïî ðåçóëüòàòàì îêðàøèâàíèÿ àêðèäè-
íîâûì îðàíæåâûì).  

 

Â ñðåäíåì ïî ðåçóëüòàòàì èññëåäîâàíèÿ ìàòåðèàëà îò áûêîâ-ïðîèç-
âîäèòåëåé (ðèñ. 2) äîëÿ ñïåðìàòîçîèäîâ ñ íàðóøåíèÿìè â õðîìàòèíå ñî-
ñòàâèëà 11,90±1,97 %. Îäíàêî èíäèâèäóàëüíàÿ ñîõðàííîñòü ãåíåòè÷åñêîãî 
ìàòåðèàëà ó îñîáåé âàðüèðîâàëà î÷åíü çíà÷èòåëüíî: äîëÿ ñïåðìàòîçîèäîâ ñ 
ðàçíîé ñòåïåíüþ ïîâðåæäåíèÿ ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà êîëåáàëàñü îò 0,96 
äî 80 % (ñì. ðèñ. 2). Îêàçàëîñü, ÷òî ñðåäè îáñëåäîâàííûõ áûêîâ-ïðîèç-
âîäèòåëåé ïðåîáëàäàþò æèâîòíûå ñ íèçêèì è ñðåäíèì èíäåêñîì ôðàãìåí-
òàöèè ÄÍÊ. Òîëüêî ó ïÿòè îñîáåé (èëè ó 8 % îò âñåãî ïîãîëîâüÿ), áûëà îá- 

íàðóæåíà âûñîêàÿ ÷àñòîòà íà-
ðóøåíèé â õðîìàòèíå: èíäåêñ 
ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ â ñðåäíåì 
ðàâíÿëñÿ 54,49±10,95 %. Íàè-
ìåíüøåå ïîâðåæäåíèå ãåíåòè÷å-
ñêîãî ìàòåðèàëà â îáðàçöàõ ñïåð-
ìû îòìå÷àëè ó 46 % æèâîòíûõ: 
ñðîêó îáñëåäîâàíèÿ îáðàçöîâ ñå-
ìåíè â ñðåäíåì ñîîòâåòñòâîâàëà 
âåëè÷èíà èíäåêñà ôðàãìåíòà-
öèè 2,31±0,21 %. 

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ 
íàáîðà îáðàçöîâ ñïåðìû, ïîëó-
÷åííîé îò áûêîâ-ïðîèçâîäèòå-
ëåé (ðèñ. 3), ñâèäåòåëüñòâóþò î 
äîñòàòî÷íî âûñîêîé íåîäíîðîä-
íîñòè ìàòåðèàëà (è òåñòèðóåìûõ 
îñîáåé) ïî èíäåêñó ôðàãìåíòà-

Ðèñ. 3. Ðàñïðåäåëåíèå îáñëåäîâàííûõ áûêîâ-ïðî-
èçâîäèòåëåé ïî èíäåêñó ôðàãìåíòàöèè (ÈÔ) ÄÍÊ â 
ñïåðìàòîçîèäàõ (ïî ðåçóëüòàòàì îêðàøèâàíèÿ àê-
ðèäèíîâûì îðàíæåâûì). Êëàññû ïî èíäåêñó ôðàã-
ìåíòàöèè ïðèâåäåíû â ïîðÿäêå âîçðàñòàíèÿ äîëè 
ïîâðåæäåííûõ ñïåðìàòîçîèäîâ. 
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öèè ÄÍÊ â ñïåðìàòîçîèäàõ. Â öåëîì ïî ãðóïïå îáðàçöîâ ñòàíäàðòíîå îò-
êëîíåíèå äëÿ àíàëèçèðóåìîãî ïîêàçàòåëÿ ñîñòàâèëî 15,40, òî åñòü ýòîò ïðè-
çíàê ïîä÷èíÿåòñÿ ðàñïðåäåëåíèþ Ïóàññîíà (ñì. ðèñ. 3). 

Â çàâèñèìîñòè îò ñòåïåíè ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ â ñïåðìàòîçîèäàõ îá-
ñëåäîâàííûõ áûêîâ-ïðîèçâîäèòåëåé ìîæíî ðàçäåëèòü íà ÷åòûðå ãðóïïû — ñ 
âûñîêîé ñòåïåíüþ ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ õðîìàòèíà â ïîëîâûõ êëåòêàõ (èí-
äåêñ ôðàãìåíòàöèè > 30,01 %), ñî ñðåäíåé (îò 10,01 äî 30,0 %), óìåðåííîé 
(5,01-10,0 %) è ìèíèìàëüíîé (< 5,0 %) ñòåïåíüþ ôðàãìåíòàöèè. Ïîäîáíîå 
ðàñïðåäåëåíèå îçíà÷àåò, ÷òî íà îñíîâàíèè ðåçóëüòàòîâ òåñòà ñ àêðèäèíî-
âûì îðàíæåâûì (ÀÎ-òåñò) ìîãóò áûòü ðàçðàáîòàíû îáúåêòèâíûå êðèòå-
ðèè äëÿ îöåíêè ñîõðàííîñòè ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà â ñïåðìàòîçîèäàõ 
ïðè êðèîêîíñåðâàöèè è õàðàêòåðèñòèêè ðåïðîäóêòèâíîé ôóíêöèè ó áû-
êîâ-ïðîèçâîäèòåëåé. 

Òàêèì îáðàçîì, îêðàøèâàíèå àêðèäèíîâûì îðàíæåâûì ïîçâîëÿåò 
âûÿâèòü â ïîïóëÿöèè ñïåðìàòîçîèäîâ áûêîâ-ïðîèçâîäèòåëåé äâà òèïà êëå-
òîê (ñ íîðìàëüíîé è ôðàãìåíòèðîâàííîé ÄÍÊ), ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî õàðàê-
òåðó ôëóîðåñöåíöèè â ÓÔ-ñâåòå. Ñòåïåíü ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ â èññëåäî-
âàííûõ êðèîêîíñåðâèðîâàííûõ îáðàçöàõ ñïåðìàòîçîèäîâ ó áûêîâ-ïðîèç-
âîäèòåëåé èíäèâèäóàëüíà è çíà÷èòåëüíî âàðüèðóåò — îò 0,96 äî 80 %, ÷òî 
óêàçûâàåò íà íåîáõîäèìîñòü ïðèìåíåíèÿ îáúåêòèâíûõ êðèòåðèåâ êîíòðîëÿ 
çà êà÷åñòâîì ñïåðìû ïðè õðàíåíèè è ñîñòîÿíèåì ðåïðîäóêòèâíîé ôóíêöèè 
ó èñïîëüçóåìûõ ïðîèçâîäèòåëåé.    
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THE INDEX OF DNA FRAGMENTATION IN SPERM CHROMATIN AS 
A CRITERIA TO PREDICT AN INDIVIDUAL FECUNDITY IN BULLS 
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S u m m a r y  
 

A biological value of sperm, and, in particular, the intactness of genetic material are of the 
main importance for normal fecundity in males. To check the destructive changes of sperm chromatin, 
a DNA fragmentation index (FI) was estimated in frozen and thawed sperm samples of bulls of differ-
ent breeds from the collection of the Laboratory of cryobiology, All-Russian Research Institute for 
Animal Breeding. The AO test with acridine orange (AO) as a staining agent was used. The index value 
was shown to depend on several factors and vary from 0.96 to 80 %. According to their FI values, the 
tested bulls were divided into four groups of high, middle, moderate and minimal fragmentation level 
with FI > 30.01 %, from 10.01 to 30.0 %, from 5.01 to 10.0 % and < 5.0 %, respectively. The FI pa-
rameter in tested samples was described with the Poisson function. 
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