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Эффективность нереста рыб в естественных
популяциях, как и их воспроизводство в услови-
ях искусственного выращивания, в значитель-
ной степени определяются репродуктивными ха-
рактеристиками самцов. Наиболее достоверной
характеристикой качества сперматозоидов явля-
ется успешность оплодотворения (при условии
качественных женских гамет). На успешность
оплодотворения влияет множество факторов как
в период до момента проникновения спермато-
зоида в микропиле икры, так и в процессе слия-
ния его пронуклеуса с пронуклеусом яйцеклетки
(Holt et al., 2004). Качество спермы самцов рыб
оценивают по их двигательной активности в соот-
ветствии с морфологическими, физиологическими
и биохимическими показателями. Вариабельность
показателя оплодотворения чаще всего положи-
тельно коррелирует со скоростью движения спер-
матозоидов. Поэтому наиболее информативными
методами определения качества и жизнеспособно-
сти клеток спермы являются функциональные те-
сты, определяющие характеристики движения
сперматозоидов (Fauvel et al., 2010). К ним относят-
ся такие показатели, как скорость движения спер-
матозоидов по прямолинейной и криволинейной
дистанциям и доля подвижных сперматозоидов.

Для успешного осеменения икры рыб в искус-
ственных условиях необходимо проведение каче-
ственной и быстрой предварительной оценки поло-
вых продуктов самцов (Павлов, 2006). В последнее
время широкое распространение получили методы
компьютерного анализа качества спермы, значи-

тельно упрощающие получение и обработку коли-
чественных данных (Rurangwa et al., 2004). Многие
исследователи используют программу ImageJ с
подключёнными плагинами CASA (Sanches et al.,
2013; Suquet et al., 2016) или MTrack2 (Павлов,
2006; Емельянова и др., 2015). Оба плагина пред-
полагают начальную графическую модификацию
каждого видеоролика и ручной перенос данных,
полученных в ImageJ, в статистические програм-
мы. Подобная обработка и анализ данных при на-
личии большого количества проб требуют огром-
ных затрат времени исследователя.

Цель работы – разработать и оптимизировать
алгоритм определения характеристик движения
сперматозоидов рыб с помощью программы
ImageJ на модельном объекте – черноморской
камбале-калкане Scophthalmus maeoticus.

Для определения характеристик спермы исполь-
зовали собственную модификацию метода ком-
пьютерного анализа (Баяндина, 2013) с помощью
трёх компьютерных программ: VirtualDubMod –
для захвата изображения и обработки образов,
ImageJ – для анализа изображений и Microsoft
Exсel – для анализа полученных данных. Видео-
съёмку проводили с помощью инвертированного
микроскопа NikonEclipse с подсоединённой ана-
логовой видеокамерой.

По полученным в ImageJ длинам пути каждого
сперматозоида рассчитывали скорости движения
сперматозоидов по криволинейной и прямоли-
нейной дистанциям (мкм/с) и долю подвижных
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сперматозоидов для каждого образца (%). В соот-
ветствии с принятой системой оценки подвижно-
сти спермы рыб (Burness et al., 2005; Павлов, 2006)
и собственными предварительными эксперимен-
тами сперматозоиды со скоростью <20 мкм/с счи-
тали малоподвижными и не учитывали при под-
счёте средних скоростей.

Индивидуальные характеристики спермы
определили у 15 самцов калкана, отловленных в
Чёрном море в 2012 (8 экз.) и 2013 (7 экз.) гг. Про-
бы отбирали стерильными одноразовыми шпри-
цами на борту научно-исследовательского судна
непосредственно после поимки живой рыбы кам-
бальными жаберными сетями с размером ячеи
200 мм. В период между отбором проб и их до-
ставкой в лабораторию для оценки качества спер-
мы (в течение 2–4 ч) шприцы со спермой без до-
ступа воздуха и влаги находились в термосе под
слоем льда (4–6°С). Для исследования характери-
стик подвижности сперматозоидов 0.1 мл спермы
разбавляли охлаждённой (до 15°С) фильтрован-
ной морской водой в соотношении 1 : 10 в двух
повторностях. После разбавления сперма нахо-
дилась в стерильном планшете при комнатной
температуре.

Видеорегистрацию проводили в капле спермы,
отобранной из планшета сразу после разбавления и
через равные промежутки времени (5 мин), при
увеличении микроскопа ×100. Видеосъёмку про-
водили в толще капли без использования покров-
ного стекла, наличие которого приводит к умень-
шению количества свободно перемещающихся
сперматозоидов (Баяндина, 2013). В процессе ви-
деозаписи поле зрения меняли, выбирая участки
с наиболее подвижными клетками. Многие ак-
тивные сперматозоиды быстро уходят из поля
зрения, в связи с этим их подвижность регистри-
ровали на протяжении коротких (0.5 с) отрезков
времени. В программе VirtualDubMod нарезали
каждый видеоролик в трёх разных полях зрения
по 15 кадров. Полученные ролики (три для каж-
дой повторности, т.е. 9 шт. для каждой пробы) со-
храняли отдельными файлами (405 видеофайлов)
с частотой 25 кадров в секунду, не содержащими
аудиодорожку.

Видеозапись анализировали в программе
ImageJ с помощью стандартного функционала и
установленного плагина wrMTrck_Batch; все из-
мерения регистрировали в пикселях (пк). Мини-
мальные и максимальные размеры объекта опре-
деляли с помощью выделения Oval selection и
вручную измеряли площади головки самого ма-
лого и самого большого сперматозоидов, наблю-
даемых на протяжении всего видеоролика. Далее
определяли площадь головок (Analyze/Measure).
Для измерения максимальной скорости переме-
щения объекта между кадрами фиксировали ди-
станцию, преодолеваемую одним из самых быст-

рых сперматозоидов между двумя соседними
кадрами, обозначив инструментом Straight Line
начальную точку на первом кадре, а конечную −
на втором; затем определяли длину отрезка (Ana-
lyze/Measure). В поле зрения находилось около
1000 сперматозоидов, площадь их головок варьи-
ровала в пределах 3−90 пк2, т.е. объекты находились
достаточно близко друг к другу. Скорость движения,
подсчитанная вручную с помощью инструмента
Straight Line, была равна 3–10 пк/кадр. Максималь-
ную скорость устанавливали 20 пк/кадр. При зна-
чительном уменьшении этого параметра не учиты-
вается часть быстродвижущихся сперматозоидов,
при уменьшении − программа ложно распознаёт со-
седние объекты. Минимальное количество кадров, в
течение которых движется объект, выставляли рав-
ным 5–7, так как сперматозоиды быстро уходят из
поля зрения. Изменение площади объекта вы-
ставляли равным 90% в связи с тем, что спермато-
зоид может частично уходить в толщу жидкости и
в процессе видеозаписи меняется видимая часть
его головки.

Концентрацию сперматозоидов в эякуляте
(кл/мл) подсчитывали в камере Горяева. Для это-
го сперму разбавляли морской водой в соотноше-
нии 1 : 100 в двух повторностях для каждой пробы.
Заполненную камеру помещали под микроскоп и
записывали видео с изменением глубины резкости.
В полученных видеороликах с помощью программы
VirtualDubMod вырезали видимую область с линей-
ными параметрами, равными размерам большого
квадрата камеры Горяева (0.2 × 0.2 мм). Таким об-
разом, один ролик содержал запись всех сперма-
тозоидов в объёме жидкости над квадратом, обра-
зованным большими делениями сетки камеры.
Для подсчёта концентрации сперматозоидов в
1 мл регистрировали пять таких квадратов для
каждой пробы.

Для определения значений скоростей движе-
ния всех объектов в кадре, медиан и средних, до-
верительных интервалов, а также для подсчёта
доли подвижных сперматозоидов в пробах (чис-
ло сперматозоидов в кадре, движущихся со ско-
ростью >20 мкм/с относительно общего числа
сперматозоидов, %) были написаны макросы под
Excel, позволяющие обрабатывать txt-файлы с
данными.

В результате анализа проб спермы калкана с по-
мощью модифицированного метода получены сле-
дующие данные (в среднем по всем пробам): ско-
рость движения сперматозоидов по криволинейной
дистанции – 76 ± 40 мкм/с, по прямолинейной –
55 ± 43 мкм/с, доля подвижных сперматозоидов –
67%, концентрация – 3.6 ± 1.4 × 109 кл/мл. Уста-
новлено, что сразу после активации спермы
морской водой и в течение первых 20 мин доля
подвижных сперматозоидов практически во всех
пробах остаётся высокой, через 30 мин после ак-
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тивации показатели активности достоверно сни-
жаются (рисунок).

Плагин MTrack2 разработан для вычисления
скоростей движения любых объектов (Stuurman,
2009), плагин CASA − специально для определе-
ния характеристик активности сперматозоидов
(Wilson-Leedy, Ingermann, 2007). При использова-
нии обоих плагинов алгоритм обработки видео-
файлов, внесение начальных данных в ImageJ, со-
хранение данных в формате txt и их дальнейший
перенос в Excel (или другую сходную программу)
производится вручную для каждой пробы. Полу-
чение данных при анализе видеозаписей крайне
трудоёмко и требует больших затрат времени.

Применение плагина wrMTrck_Batch (Nuss-
baum-Krammer et al., 2015) позволяет избежать
повторения рутинных действий и предоставляет
исследователю бóльшую свободу в выборе пара-
метров, наиболее подходящих для анализа движе-
ния различных объектов, в частности: обрабаты-

вать разные типы видеофайлов (cxd, avi, zip, mov);
автоматически отделять объекты от фона (способ за-
даётся в начальном окне); автоматически перево-
дить изображение в бинарное; отслеживать движе-
ния объектов, учитывая его минимальные и мак-
симальные размеры в пикселях, максимальную
скорость перемещения объекта между кадрами,
изменение площади объекта; минимальное чис-
ло кадров, в течение которых движется объект;
производить запись дополнительных параметров
(например, координат перемещения по осям x и y);
пакетно обрабатывать массивы видеофайлов.

Пакетная обработка файлов значительно эко-
номит время, позволяя подвергать анализу целые
папки с вложенными видеофайлами. После обра-
ботки видеофайлов плагин wrMTrck_Batch авто-
матически сохраняет результаты для каждого
файла отдельно в формате txt (с именем соответ-
ствующего видеофайла).

Написанные авторами макросы под Excel об-
легчают и ускоряют анализ данных, сохранённых
в формате txt. Макросы для сбора txt-файлов для
каждой пробы и создания результирующих таб-
лиц по всем пробам позволяют выбирать отдель-
ные txt-файлы, создают таблицы с подсчитанны-
ми характеристиками движения сперматозоидов
и сохраняют полученные xls-файлы под заданны-
ми именами. Применение плагина wrM-
Trck_Batch в программе ImageJ и написанных
макросов для Excel целесообразно для определе-
ния характеристик движения большого числа
мелких объектов, таких как сперматозоиды рыб.
При наличии большого массива обрабатываемых
видеофайлов описанный в статье алгоритм поз-
воляет избежать выполнения огромного количе-
ства рутинных действий по обработке каждого
видеофайла в отдельности. На создание сводной
таблицы характеристик движения сперматозои-
дов из 405 нарезанных видеороликов затрачива-
ется не более 30 мин.

БЛАГОДАРНОСТИ
Авторы выражают искреннюю благодарность

В.Е. Гирагосову (ИМБИ РАН) за отбор и достав-
ку проб спермы калкана, а также за ценные науч-
ные консультации.

Работа выполнена в рамках государственного
задания − тема № АААА-А18-118021350003-6.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
Баяндина Ю.С. 2013. Характеристики подвижности спер-
мы черноморской камбалы калкана из естественных по-
пуляций // Мор. экол. журн. Т. 12. № 2. С. 11–18.
Емельянова Н.Г., Павлов Д.А., Лыонг Б.Т., Ха В.Т. 2015. Со-
стояние гонад, подвижность сперматозоидов и началь-
ные стадии эмбрионального развития Upeneus tragula
(mullidae) // Вопр. ихтиологии. Т. 55. № 2. С. 196–206.

Скорость движения сперматозоидов по криволиней-
ной дистанции (VCL, мкм/с) (а) и доля подвижных
сперматозоидов, % (б) в течение 240 мин после акти-
вации спермы восьми самцов черноморской камбалы-
калкана Scophthalmus maeoticus; (−s−) − средние зна-
чения, (I) − средние квадратичные отклонения.

0

50
40
30
20
10

100
90
80
70
60

1
30

402010
155 50

60
90

240
170

110

Время после активации, мин

(б)

0

50
40
30
20
10

100
90
80
70
60

(а)



120

ВОПРОСЫ ИХТИОЛОГИИ  том 59  № 1  2019

БАЯНДИНА, ХАНАЙЧЕНКО

Павлов Д.А. 2006. Метод оценки качества спермы рыб //
Там же. Т. 46. № 3. С. 384–392.
Burness G., Moyes C.D., Montgomerie R. 2005. Motility,
ATP levels and metabolic enzyme activity of sperm from
bluegill (Lepomis macrochirus) // Comp. Biochem. Physiol.
A. Mol. Integr. Physiol. V. 140. № 1. P. 11–17.
Fauvel C., Suquet M., Cosson J. 2010. Evaluation of fish
sperm quality // J. Appl. Ichthyol. V. 26. № 5. P. 636–643.
Holt W.V., Van Look K.J.W. 2004. Concepts in sperm het-
erogeneity, sperm selection and sperm competition as bio-
logical foundations for laboratory tests of semen quality //
Reproduction. V. 127. № 5. P. 52–535.
Nussbaum-Krammer C.I., Neto M.F., Brielmann R.M. et al.
2015. Investigating the spreading and toxicity of prion-like
proteins using the metazoan model organism C. elegans //
J. Vis. Exp. V. 95. e52321. doi 10.3791/52321

Rurangwa E., Kime D.E., Ollevier F. et al. 2004. The mea-
surement of sperm motility and factors affecting sperm
quality in cultured fish // Aquaculture. V. 234. № 1−4.
P. 1–28.
Sanches E.A., Marcos R.M., Okawara R.Y. et al. 2013. Sperm
motility parameters for Steindachneridion parahybae based
on open source software // J. Appl. Ichthyol. V. 29. № 5.
P. 1114−1122.
Stuurman N. 2009. MTrack2. (https://vale-
lab4.ucsf.edu/~nstuurman/IJplugins/MTrack2.html.)
Suquet M., Malo F., Quéau I. et al. 2016. Seasonal variation
of sperm quality in Pacific oyster (Crassostrea gigas) //
Aquaculture. V. 464. P. 638–641.
Wilson-Leedy J.G., Ingermann R.L. 2007. Development of a
novel CASA system based on open source software for char-
acterization of zebrafish sperm motility parameters // Ther-
iogenology. V. 67. № 3. P. 661–672.



<<
  /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


