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Качество и количество живых сперматозоидов оказывают влияние не только 
на оплодотворение, но и на развитие эмбриона в целом. В этой связи процедура 
отбора и подготовки спермы к оплодотворению in vitro, направленная на улуч-
шение её количественных и качественных характеристик, является неотъемле-
мой частью вспомогательных репродуктивных технологий. В статье представ-
лены результаты исследований, целью которых явилось изучение влияния раз-
личных концентраций Перколла при приготовлении ступенчатого градиента 
плотности на выделение наиболее жизнеспособной фракции сперматозоидов 
при капацитации спермы быков. В процессе использования одно-, двух- и трёх-
слойных колонок градиента плотности в различных концентрациях установлена 
эффективность однослойного 90 % Перколла по основным показателям двига-
тельной активности сперматозоидов.  
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The quality and quantity of viable sperm cells influence both fertilization and the 

overall development of the embryo. In this regard, the procedure of selection and 
preparation of sperm for in vitro fertilization, aimed at improving its quantitative and 
qualitative characteristics, is an integral part of assisted reproductive technologies. 
This paper contains the results of research aimed at studying the effect of various 
concentrations of Percoll in the preparation of a step density gradient on the isolation 
of the most viable sperm cell fraction during capacitation of bull semen. In the process 
of using single-, double- and triple-layer density gradient columns in various concen-
trations, the effectiveness of single-layer 90% Percoll was established for the main 
indicators of sperm motility.  

Key words: capacitation, Percoll, density gradient, motility, sperm cells, centrif-
ugation. 

 
Введение. Качество и количество живых сперматозоидов суще-

ственно влияют на успех экстракорпорального оплодотворения. Не-
смотря на то, что через зону пеллюцида яйцеклетки проникает только 
один сперматозоид, рядом исследований установлено, что их концен-
трация оказывает значительное влияние на повышение скорости опло-
дотворения, а уровень фертильности – на увеличение количества мор-
фологически полноценной спермы. Обычно при оплодотворении в 
культуре in vitro используемые дозы колеблются от 0,5 до 5,0 миллио-
нов сперматозоидов на миллилитр среды, а соотношение спермато-
зоид/ооцит может составлять от 10 000 до 20 000:1 [1, 2, 3].  

Конкуренция среди сперматозоидов оказывает влияние не только на 
оплодотворение, но и на развитие эмбриона в целом. Результаты отдель-
ных исследований указывают на то, что низкое количество сперматозо-
идов (т. е. низкая конкуренция среди сперматозоидов) в месте слияния 
половых гамет способствует оплодотворению яйцеклетки менее компе-
тентными сперматозоидами, которые в ряде случаев не могут завершить 
процесс оплодотворения, что приводит к гибели эмбриона. Снижение 
подвижности и качества сперматозоидов приводит к ранней эмбрио-
нальной гибели ещё до того, как мать распознает зародыш [4, 5]. Следо-
вательно, процедура отбора и подготовки спермы к оплодотворению in 
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vitro, направленная на улучшение её количественных и качественных 
характеристик, является неотъемлемой частью вспомогательных репро-
дуктивных технологий (ВРТ). 

За последние годы проведены многочисленные сравнительные ис-
следования по использованию различных методов подготовки спермы, 
по результатам которых было установлено, что центрифугирование в 
градиенте плотности Перколла наиболее эффективно при получении 
большего количества подвижных и морфологически полноценных 
сперматозоидов, обладающих высокой способностью проникать через 
зону пеллюцида [6, 7, 8]. 

Сущность метода подготовки спермы в градиенте Перколла заклю-
чается в том, что разделение сперматозоидов происходит в зависимости 
от их плотности. Морфологически нормальные и аномальные спермии 
имеют разную плотность. Так, зрелый морфологически жизнеспособ-
ный сперматозоид имеет плотность 1,10 г/мл, тогда как плотность не-
зрелого и морфологически аномального сперматозоида колеблется в 
пределах от 1,06 до 1,09 г/мл, поэтому после центрифугирования каж-
дый сперматозоид находится на уровне градиента, соответствующем 
его плотности. В результате лейкоциты, клеточный дебрис, а также мор-
фологически аномальные сперматозоиды с плохой подвижностью за-
держиваются в плотных слоях градиента, а высокоподвижные, морфо-
логически нормальные, жизнеспособные сперматозоиды проходят все 
слои градиента и образуют осадок на дне пробирки [9]. Тем не менее, 
по ряду вопросов, касающихся повышения эффективности использова-
ния Перколла, а в частности количества колонок (слоев) и концентрации 
градиента плотности, продолжаются исследования и дискуссии [10, 11]. 
В этой связи целью исследований явилось изучение влияния различ-
ных концентраций Перколла при приготовлении ступенчатого гради-
ента плотности на выделение наиболее жизнеспособной фракции спер-
матозоидов при капацитации спермы быков. 

Материал и методика исследований. Исследования проводились в 
лаборатории воспроизводства, трансплантации эмбрионов и трансге-
неза животных РУП «Научно-практический центр Национальной акаде-
мии наук Беларуси по животноводству». В опытах изучалась эффектив-
ность одно-, двух- и трёхслойных колонок Перколла с его разными кон-
центрациями. Однослойная колонка градиента плотности состояла из 
60 %, 70, 80 и 90 % Перколла, двухслойная – 30/60 %, 35/70 и 40/80 % и 
трёхслойная – 30/60/90 %, 35/70/90 и 40/80/90 %. В качестве контроля 
использовался двухслойный градиент 45/90 %. Перколл в концентрации 
60 %, 70, 80 и 90 % приготавливался путём разбавления 100 % Перколла 
до нужной концентрации. Градиент плотности в концентрации 30 %, 35, 
40 и 45 % – путём добавления к одной части базовых концентраций 
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Перколла (60 %, 70, 80 и 90 %) такой же части среды оплодотворения 
собственного изготовления с последующим перемешиванием. Форми-
рование двух- и трёхслойных колонок градиента плотности проводи-
лось путём наслоения Перколла меньшей концентрации на колонку 
большей концентрации. Объём однослойной колонки составлял 
800 мкл, двухслойной – по 800 мкл и трёхслойной – по 600 мкл каждого 
разведения. 

После приготовления колонок осуществлялось размораживание 
обычной спермы и её наслаивание на общий градиент Перколла. Сфор-
мированная колонка подвергалась центрифугированию в течение 
10 мин при 300 g. Далее супернатант удалялся, а осадок в количестве 
80-100 мкл разбавлялся средой для оплодотворения и снова подвергался 
центробежному ускорению в том же режиме. После повторного центри-
фугирования верхняя часть удалялась, а осадок суспендировался, раз-
бавлялся средой оплодотворения с гепарином и снова центрифугиро-
вался. Затем надосадочная жидкость отбиралась, а осадок со спермой 
гомогенизировался и оценивался на двигательную активность с помо-
щью оборудования SpermVision™ Professional по следующим показате-
лям: доля подвижных сперматозоидов (П), %; доля спермиев с прямо-
линейно-поступательным движением (ППД), %; DCL – пройденное рас-
стояние криволинейного движения, мкм; DAP – пройденное расстояние 
по средней траектории движения, мкм; DSL – пройденное расстояние 
прямолинейного движения, мкм; VCL – скорость при криволинейном 
движении, мкм/с; VAP – скорость продвижения головки сперматозоида 
по средней траектории движения, мкм/с; VSL – скорость прямолиней-
ного движения головки спермия вдоль прямого отрезка между началь-
ной и конечной точками траектории, мкм/с; LIN – степень линейности 
(VSL/VCL), %; STR – степень прямолинейного движения сперматозои-
дов (полезное перемещение) (VSL /VAP), %; WOB – степень отклоне-
ния (VAP/VCL) (величина, описывающая колебание реальной траекто-
рии относительно усредненной), %; BCF – частота колебательного дви-
жения (средняя частота, с которой реальная траектория сперматозоида 
пересекает усреднённую траекторию), колебаний/сек и ALH – среднее 
боковое отклонению головки (отклонение головки относительно сред-
ней траектории), %. 

Результаты исследований и их обсуждение. В таблице 1 представ-
лены результаты исследований влияния однослойных рабочих колонок 
плотности градиента разных концентраций Перколла на двигательные 
показатели жизнеспособной фракции сперматозоидов при капацитации 
заморожено-оттаянной несексированной спермы быков-производите-
лей.  
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Анализ данных, представленных в таблице 1, показывает, что более 
эффективным оказалось использование Перколла в концентрации 90 %, 
что позволило увеличить долю подвижных сперматозоидов по сравне-
нию с контролем на 11,5 п. п., в том числе долю клеток с прямо посту-
пательным движением на 10,5 п. п. По отношению к другим концентра-
циям градиента плотности превосходство по данным показателям со-
ставило 24,6 % и 31.9 п. п. для 60 %, 9,8 и 18,7 п. п. – 70 %, 9,1 и 15,8 п. 
п. – 80 % колонок соответственно. 

По показателям скорости (VSL) и пройденному расстоянию (DSL) 
прямолинейного движения более высокие показатели получены при 
максимальной концентрации Перколла 90 %, что на 21,0 мкм/сек и 
9,5 мкм выше контрольной группы, а в сравнении с опытными группами 
диапазон превосходства составил от 13,3 мкм/сек и 8,9 мкм при исполь-
зовании 80 % Перколла до 61,9 мкм/сек и 28,2 мкм при использовании 
60 % колонки градиента плотности.  

Аналогичные результаты получены при анализе скорости продвиже-
ния (VAP) и пройденного расстояния по средней траектории движения 
(DAP), которые при использовании 90 % градиента находились на 
уровне 88,3 мкм/сек и 39,7 мкм, что выше на 25,7 мкм/сек и 11,8 мкм 
контрольной группы, а по сравнению с колонками других концентраций 
различались на 69,4 мкм/сек и 31,8 мкм при использовании 60 %; 39,0 
мкм/сек и 16,7 мкм –70 %; 20,1 мкм/сек и 12,1 мкм – 80 % градиента. 
Степени линейности реальной траектории (LIN) и прямолинейного дви-
жения сперматозоидов (STR) оказались более высокими в группе с кон-
центрациями Перколла 90 и 80 % – 49,5-55,1 % и 85,9-85,7 % соответ-
ственно, что на 5,8-11,4 и 7,8-8,0 п. п. выше по сравнению с контрольной 
группой.  

Наиболее низкие показатели получены при использовании колонки 
градиента с концентрацией Перколла 60 % – 25,0 и 44,1 %, что ниже по 
сравнению с контролем на 18,7 и 33,8 п. п. Аналогичная тенденция 
наблюдалась и в отношении степени колебания реальной траектории от-
носительно усредненной (WOB) и частоты колебательных движений 
(BCF). Увеличение относительно контрольной группы составило 
8,6 п. п. и 3,7 колебаний/сек, а снижение показателей группы 60 % Пер-
коллак контролю – 17,6 п. п. и 10,3 колебаний/сек, к опытным группам 
– 26,2-28,0 п. п. и 14,0-19,6 колебаний/сек соответственно. 

В таблице 2 представлены результаты оценки эффективности ис-
пользования двухслойных колонок градиента плотности Перколла раз-
ных концентраций и их влиянию на двигательную активность сперма-
тозоидов.  
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По результатам изучения эффективности применения двухслойных 
колонок разной концентрации градиента Перколла выявлена положи-
тельная динамика по всем двигательным показателям в контрольной 
группе (45/90 %). Так, доля подвижных спермиев составила 34,4 % про-
тив 23,7 %, 28,1 и 23,6 % при использовании градиента плотности в кон-
центрации 30/60 %, 35/70 и 40/80 % соответственно. Доля спермиев с 
поступательным движением в группе 45/90 % увеличивалась по сравне-
нию с опытными группами на 17,6 (30/60 %), 16,1 (35/70 %) и на 13,3 
(40/80 %) п. п. Пройденное расстояние и скорость прямолинейного дви-
жения в контрольной группе составила 25,1 мкм и 56,4 мкм/сек, что на 
11,7 и 27,9 п. п., 4,6 и 9,9, 6,5 и 13,2 п. п. выше по сравнению с колонками 
градиента 30/60 %, 35/70 и 40/80 % соответственно. Скорость продви-
жения и пройденное расстояние по средней траектории движения соста-
вили 33,1 мкм/сек и 15,6 мкм в группе сперматозоидов, отобранных с 
использованием двухслойной колонки Перколла с концентрацией веще-
ства 30/60 %, 52,2 мкм/сек и 23,2 мкм – 35/70 % и 51,3 мкм/сек и 
22,4 мкм – 40/80 %, что на 29,5 и 12,3 п. п., 10,4 и 4,7, 11,3 и 5,5 п. п. 
ниже по сравнению с контрольной группой. Степень линейности реаль-
ной траектории и степень прямолинейного движения сперматозоидов 
оказались более низкими в группе сперматозоидов с концентрацией 
Перколла 40/80 % – 29,9 и 52,0 % соответственно, что на 13,8 и 
25,9 п. п., 18,9 и 13,9 п. п., 20,1 и 24,9 п. п. ниже по сравнению с кон-
трольной и опытными группами с концентрацией градиента плотности 
30/60 и 35/70 % соответственно. Аналогичная тенденция наблюдалась 
по степени колебания реальной траектории относительно усреднённой, 
снижение которой в отличие от контрольной группы составило 
13,1 п. п., а колонок 30/60 и 35/70 % – 22,1 и 13,8 п. п. соответственно.  

Частота колебательных движений в контрольной и в группе с кон-
центрацией градиента 35/70 % находилась практически на одном 
уровне – 27,6 и 28,5 колебаний/сек против 23,1 и 22,6 колебаний/сек при 
использовании концентраций 30/60 и 40/80 %. 

В таблице 3 представлены результаты эффективности использова-
ния трёхслойных колонок градиента плотности Перколла разных кон-
центраций на кинематические характеристики сперматозоидов. Анализ 
полученных данных свидетельствует, что среди опытных групп более 
высокие результаты по уровню подвижных и с ППД сперматозоидов по-
лучены с использованием трёхслойной колонки 40/80/90 %, что на 8,8 и 
7,4 п. п. и 8,3 и 7,5 п. п. было выше по отношению к концентрациям 
Перколла 30/60/90 и 35/70/90 % и ниже на 4,6 и 9,0 п. п. к контролю 
соответственно.  
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По показателям DSL и VSP более низкие результаты получены при 
использовании колонок плотности градиента с концентрацией 30/60/90 
и 35/70/90 %, что на 13,4 и 11,4 п. п. и 33,1 и 28,0 п. п. ниже по сравне-
нию с 40/80/90 % и на 16,1 и 14,1 п. п., 37,7 и 32,6 п. п. с контрольной 
группой соответственно. DAP и VAP были выше в контрольной группе 
на 18,2 мкм и 42,3 мкм/сек (30/60/90 %), на 15,2 мкм и 35,1 мкм/сек 
(35/70/90 %) и на 3,1 мкм и 5,6 мкм/сек (40/80/90 %). Анализ результатов 
исследований по LIN и STR указывает на превосходство трехслойного 
градиента с концентрацией Перколла 40/80/90 % по отношению к груп-
пам 30/60/90 %, 35/70/90 и 45/90 %, которое составило 23,8 и 20,2 п. п., 
44,1 и 32,6 п. п. и 10,9 и 6,0 п. п. соответственно. Показатели WOB и 
BCF в группе с концентрацией колонок Перколла 40/80/90 % были 
выше на 11,6 и 7,6 п. п., 26,7 и 25,7 п. п. и 19,7 и 17,8 п. п. по отношению 
к трёхслойным колонкам в опыте 30/60/90 и 35/70/90 % и двухслойной 
в контроле соответственно. 

Заключение. Сравнительная характеристика двигательной активно-
сти сперматозоидов по результатам изучения эффективности примене-
ния одно-, двух- и трёхслойных колонок градиента плотности в различ-
ных концентрациях выявила превосходство однослойного 90 % Пер-
колла по всем показателям. Так, по доле подвижных сперматозоидов 
превышение над контрольной группой составило 24,6 п. п., в том числе 
по доле клеток с поступательным движением на 10,5 п. п., по пройден-
ным расстояниям по средней траектории (DAP) и прямолинейного дви-
жения (DSL) на 11,8 и 9,5 мкм, а также скоростям продвижения по сред-
ней траектории (VAP) и прямолинейного движения (VSL) на 25,7 и 21,0 
мкм/с соответственно. По отношению к двух- и трёхслойным колонкам 
это превышение колебалось в пределах: по доле подвижных спермиев 
от 16,1 (40/80/90 %) до 24,9 п. п. (30/60/90 %), в том числе по доле клеток 
с прямолинейно-поступательным движением – от 19,5 (40/80/90 %) до 
28,1 п. п. (30/60 %), по скоростям прямолинейного движения и средней 
траектории – от 25,6 (40/80/90 %) до 58,7 мкм/с (30/60/90 %) и от 31,3 
(40/80/90 %) до 68 мкм/с (30/60/90 %), по пройденным расстояниям пря-
молинейного движения и по средней траектории движения – от 12,2 
(40/80/90 %) до 25,6 мкм (30/60/90 %) соответственно. 
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Внедрение эффективных селекционно-генетических и биологических мето-

дов в селекционный процесс способствует совершенствованию отечественных 
пород и линий свиней. Использование ДНК-маркеров является перспективным 
методом для изучения признаков, имеющих низкую наследуемость и проявле-
ния, ограниченные полом. В статье представлены результаты исследований, в 
которых изучалась генетическая информация генов: пролактинового рецептора 
(PRLR), фолликулостимулирующего гормона (FSHB) с целью установления 
предпочтительных для селекции генотипов детерминирующих репродуктивные 
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