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Применение различных видов стимуляции сперматозоидов рыб с целью повышения выживаемости
дефростированных клеток является перспективным направлением в области низкотемпературного
консервирования. В статье впервые исследовано применение акустико-механического воздействия
на сперму осетровых рыб, в частности, стерляди. Приведены технические характеристики собран-
ной экспериментальной установки для акустико-механического воздействия на сперму рыб. В ре-
зультате проведенных работ подобраны оптимальные параметры воздействия для повышения со-
хранения дефростированных репродуктивных клеток.
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Сохранение и поддержание численности по-
пуляций многих видов рыб в настоящее время
возможны только с помощью искусственного
воспроизводства, особенно это касается рыб с
длинным циклом развития, таких как осетровые.

К настоящему времени на предприятиях по
воспроизводству, восстановлению природных
популяций рыб и фермах по товарному производ-
ству создают маточные стада, проводят искус-
ственное оплодотворение икры и выращивают
молодь, которую затем выпускают в естественные
водоемы или используют для дальнейшего выра-
щивания товарного продукта. Однако использо-
вание ограниченного количества производителей
из маточного стада приводит к инбридингу (близ-
кородственному скрещиванию) и негативным
образом влияет на получаемое потомство.

В связи с этим перспективным направлением
на сегодняшний день остается криоконсервация

репродуктивных клеток рыб с последующим ис-
пользованием их в целях искусственного воспро-
изводства видов. Наличие криобанка репродук-
тивных клеток рыб позволяет сократить расходы
на содержание недоброкачественных производи-
телей, дает возможность использовать репродук-
тивные клетки в любое удобное время, а также
проводить обмен образцами генетического мате-
риала между предприятиями.

В настоящее время разработаны методики
низкотемпературного консервирования репро-
дуктивных клеток, в частности спермы, достаточ-
но большого количества рыб. Однако не всегда
удается получать стабильные результаты по вы-
живаемости дефростированных сперматозоидов,
что указывает на необходимость проведения
дальнейших исследований в этой области и опре-
деляет перспективность этого направления.

Одним из вариантов улучшения качества
криоконсервированных репродуктивных клеток
является воздействие на них в процессе низко-
температурного консервирования факторов раз-
личной природы (механических, химических,
физических). В результате улучшается проникно-
вение протекторов внутрь клеток, повышается их
защитное действие, и, в конечном итоге, увели-
чивается процент выживаемости спермиев.

Большинство работ, направленных на исполь-
зование различных воздействий на сперму для
улучшения ее репродуктивных качеств, проведе-
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но на сельскохозяйственных животных.
А.Н. Калгин (2008) [1] предлагает использовать
одиночный кратковременный электроимпульс
напряжением 1.5 В; Н.П. Кунденко (2012) [2] опи-
сывает установки на основе открытых резонато-
ров, образованных сферическим и плоским зер-
калами, которые используются для воздействия
акустическими колебаниями на микрообъекты
животных перед их криоконсервацией; разрабо-
таны способ криоконсервации биологических
образцов под давлением и устройство для его осу-
ществления [3]. Ряд работ [4–6] посвящены воз-
действию ультразвуковых волн для оптимизации
условий низкотемпературного консервирования
спермы сельскохозяйственных животных.

В 2021 г. Южный научный центр Российской
академии наук совместно с Донским государ-
ственным техническим университетом начал ис-
следования по акустико-механическому воздей-
ствию на сперму рыб с использованием пьезоак-
туаторов.

Пьезоактуаторы – это специальные сверхпре-
цизионные короткоходные линейные электро-
приводы. Они преобразуют электрическую энер-
гию в небольшое, но крайне точно контролируе-
мое линейное перемещение с высоким
развиваемым усилием. В основе принципа их
действия лежит обратный пьезоэлектрический
эффект, т.е. механическая деформация кристалла
(пьезокерамики) при воздействии на него элек-
трического поля. При этом осуществляется воз-
вратно-поступательное движение или другие его
виды.

Нами впервые предложено применение аку-
стико-механического воздействия на заморажи-
ваемый материал, что, как мы считаем, позволит
увеличить сохранность клеток во время двойного
температурного шока. Это позволит ускорить
проникновение криозащитных веществ через
клеточные мембраны, предположительно снизив
период эквилибрации, тем самым уменьшив вре-

мя взаимодействия клеток с токсичными крио-
протекторами, и повысить выживаемость. Биоло-
гические эффекты акустико-механических воз-
действий, проводимых в период эквилибрации,
обусловлены, вероятно, изменением проницае-
мости мембран клеток сперматозоидов рыб, уве-
личивается скорость диффузии раствора крио-
протектора внутрь клеток, поток ионов K+ из
клетки вовне в результате облегчения пассивной
диффузии и смещение глобул белков, располо-
женных на поверхности мембран.

Пьезоактуатор [7, 8] представляет собой круг-
лую пластину диаметром 0.02 м. Пластина при-
клеена с внешней стороны по центру ко дну стан-
дартного стеклянного лабораторного низкого
градуированного стакана B-1-50 XC. Стакан име-
ет следующие размеры: объем 50 мл, диаметр 38 ±
± 1.0 мм, высота 70 ± 2 мм.

Суспензия заполняет стакан примерно на одну
треть его высоты и имеет температуру около 4°С.
Эксперимент проводится при комнатной темпе-
ратуре (рис. 1).

Рабочим элементом пьезоактуатора является
пьезоэлемент из пьезокерамики PZT-4 толщиной
0.003 м, предварительно поляризованный по тол-
щине. Лицевые поверхности пьезоактуатора
электродированы способом вжигания серебра и к
ним подведены электрические провода. Толщи-
ной нанесенных электродов пренебрегаем ввиду
их малости. Внешняя поверхность электродов по-
крыта эпоксидной смолой толщиной 0.001 м, вы-
полняющей роль защитного слоя.

По электрическим проводам на электроды по-
дается переменная разность потенциалов по гар-
моническому закону с амплитудой V0.

Дно стакана и пьезоэлемент образуют полу-
пассивный биморф, поэтому приложение пере-
менной разности потенциалов на электроды пье-
зоэлемента приводит к поперечным колебаниям
дна емкости. Это вызывает установившиеся коле-
бания пьезоактуатора и соответственно стакана.
Создаваемое акустическое поле в суспензии в
свою очередь приводит к акустическому воздей-
ствию на репродуктивные клетки рыб. При этом
рабочей частотой является первая частота изгиб-
ных колебаний дна емкости.

В качестве объекта исследований использова-
ли репродуктивные клетки самцов стерляди (Aci-
penser ruthenus Linnaeus, 1758) Биоресурсной кол-
лекции редких и исчезающих видов рыб ЮНЦ
РАН № 73602.

После получения половых продуктов самцов
рыб и доставки их в лабораторию оценивают ка-
чество спермы. Для этого на предметное стекло
помещают каплю спермы и смешивают с речной
водой в соотношении 1 : 200. Под микроскопом
оценивают процентное соотношение спермато-
зоидов с поступательным и колебательным дви-

Рис. 1. Экспериментальная установка для акустико-
механического воздействия на сперму рыб.
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жением по шкале Г.М. Персова, а также устанав-
ливают время подвижности спермиев с помощью
секундомера. Затем приступают к процессу крио-
консервации: разбавление спермы криосредой в со-
отношении 1 : 1, эквилибрация в течение 40 мин,
замораживание с применением программируе-
мого замораживателя, хранение образцов в жид-
ком азоте, размораживание и оценка качества де-
фростированного материала [9, 10].

При проведении экспериментальных работ
перед эквилибрацией проводилось акустико-меха-
ническое воздействие с заданными параметрами.

Экспериментальная установка, предназначен-
ная для возбуждения акустических волн в жидко-
стях, состоит из следующих элементов: пробирка
с наклеенным на нее пьезоэлектрическим преоб-
разователем, функциональный генератор сигна-
лов Tektronix AFG 3022B, усилитель сигнала на
основе пьезодрайверов и осциллограф LeCroy
Wavesurfer 422. С помощью функционального ге-
нератора формируется синусоидальная волна с
заданной частотой и амплитудой. Затем этот сиг-
нал подается на усилитель и далее на пьезопреоб-
разователь. Преобразователь представляет собой
диск, изготовленный из пьезокерамического ма-
териала, который за счет пьезоэлектрического
эффекта позволяет преобразовывать электриче-
ский сигнал в механические колебания. Послед-
ние, в свою очередь, передаются пробирке и жид-
кости, находящей внутри нее. Между преобразо-
вателем и усилителем подключен в параллель
осциллограф, позволяющий контролировать вы-
ходные характеристики усиленного сигнала.

В экспериментах использовали следующие па-
раметры акустико-механического воздействия на
икру стерляди: 20 Гц (А), 500 Гц (В), 5.8 кГц (С),
напряжение 10–15 В, время воздействия состави-
ло 1 мин. В результате улучшается проникнове-
ние криопротектора внутрь половых клеток и в
конечном итоге после дефростирования качество
спермы значительно повышается. Результаты
представлены на рис. 2.

В результате акустико-механического воздей-
ствия на сперму стерляди отмечено, что разные
параметры времени, частоты и длины волны мо-
гут оказывать как положительное, так и отрица-
тельное влияние на репродуктивные качества де-
фростированных спермиев. Отмечено, что при
увеличении времени воздействия выше 2 мин и
частоты до 5 кГц и изменение длины волны при-
водит к высоким повреждениям клеток после де-
фростации.

Новый методологический подход к низкотем-
пературному консервированию репродуктивных
клеток рыб с применением акустико-механиче-
ского воздействия открывает большие возможно-
сти для создания новых эффективных методов
глубокого замораживания.

Таким образом, акустико-механическое воз-
действие можно применять для улучшения ре-
продуктивных качеств спермы осетровых рыб,
однако полученные результаты можно считать
предварительными, требуется дальнейшее прове-
дение исследований по оценке оплодотворяющей
способности клеток после дефростации.
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INFLUENCE OF ACOUSTIC-MECHANICAL IMPACT 
ON THE REPRODUCTIVE QUALITIES OF STURGEON SPERM 

DURING CRYOPRESERVATION
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The use of various types of stimulation of fish spermatozoa in order to increase the survival of defrosted cells
is a promising direction in the field of low-temperature preservation. In the article, for the first time, the use
of acoustic-mechanical effects on the sperm of sturgeons, in particular, sterlet, was studied. The technical
characteristics of the assembled experimental setup for acoustic-mechanical effects on fish sperm are given.
As a result of the work carried out, the optimal parameters of exposure were selected to increase the preser-
vation of defrosted reproductive cells.

Keywords: cryopreservation, reproductive cells of fish, sturgeon, acoustic-mechanical impact



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


