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В статье описаны основные достижения в области криоконсервации гамет и ранних эмбрионов
млекопитающих отряда хищных. Обсуждаются также проблемы применения современных репро-
дуктивных технологий по отношению к уязвимым и исчезающим видам этого отряда. В частности,
криоконсервация ооцитов и эмбрионов у исследованных видов Carnivora осложнена обилием в них
липидных гранул. Обзор сфокусирован на семействах кошачьих, псовых, куньих и медвежьих, по-
скольку именно для этих семейств накоплен ценный опыт применения современных достижений
репродуктивной биологии в отношении недоместицированных видов, в том числе исчезающих. Для
сравнения приведены базовые исследования на доместицированных представителях отряда – кош-
ке, собаке и домашнем хорьке. При этом учитываются особенности репродуктивной биологии, ха-
рактерные для представителей этих семейств.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время, около 1200 видов, то есть

примерно четвертая часть всех существующих ви-
дов млекопитающих, находятся под угрозой ис-
чезновения, являются редкими или вымирающи-
ми. Больше всего таких видов среди грызунов, ру-
кокрылых, приматов, китопарнокопытных и
хищных (International Union for the Conservation of
Nature (IUCN), https://www.iucn.org). На сего-
дняшний день отряд хищные (Carnivora) включа-
ет в себя 15 семейств (по данным NCBI taxonomy
browser; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/
Browser/wwwtax.cgi). Наиболее изученными из
них в плане репродуктивной биологии являются
псовые (Canidae), куньи (Mustelidae), медвежьи
(Ursidae) и кошачьи (Felidae) (Amstislavsky et al.,
2012). В каждом из этих четырех семейств есть виды
с разным охранным статусом (https://www.iucn.org).
Достаточно остро стоит проблема исчезновения
видов в семействе кошачьих (Lamberski, 2015). По

крайней мере, 16 из 36 диких представителей это-
го семейства являются исчезающими или уязви-
мыми (имеют статус endangered – EN или vulne-
rable – VU) (Lamberski, 2015). Среди семейства
Canidae численность 5 из 38 видов снижается
(https://www.iucn.org). В семействе куньих 14 пред-
ставителей из 64 имеют статусы critically endangered
(CR), EN и VU (https://www.iucnredlist.org). Наибо-
лее остро стоит проблема исчезновения видов в се-
мействе медведей: шесть из восьми видов семейства
являются уязвимыми (https://www.iucnredlist.org).

Традиционный способ поддержания числен-
ности исчезающих и редких животных in situ – это
создание охраняемых территорий с максимально
благоприятными условиями для жизни (Gundu,
Adia, 2014). Помимо крупных заповедников со-
здают также небольшие питомники, фермы и
зоопарки для разведения небольших популяций
ex situ. Между тем, при разведении диких видов
хищных в неволе возникает много проблем, в том
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числе проблема адаптации к неволе, что препят-
ствует их реинтродукции (Amstislavsky et al.,
2008). Ввиду небольшой численности представи-
телей редких видов хищных, живущих в зоопар-
ках, требуется обновление их генетического мате-
риала для смягчения последствий инбридинга
(Swanson et al., 2007).

Важнейшим подходом к сохранению генети-
ческого разнообразия различных таксонов мле-
копитающих является создание криобанков га-
мет и эмбрионов (Agca, 2012; Comizzoli, Holt,
2014). Этот подход, основанный на сочетании ме-
тодов репродуктивной биологии и криобиологии,
который впервые был предложен более 40 лет на-
зад Б.Н. Вепринцевым и Н.Н. Ротт, становится
все более важным и значимым для сохранения
биоразнообразия диких видов отряда хищных
(Amstislavsky et al., 2012).

Усовершенствование методов работы с гаме-
тами и эмбрионами млекопитающих, а также со-
здание криобанков поможет поддерживать генети-
ческое разнообразие животных в зоопарках без пе-
ремещения их из естественной среды обитания, с
использованием транспортировки криоконсерви-
рованных сперматозоидов между городами и стра-
нами, в сочетании с искусственным осеменением
или экстракорпоральным оплодотворением in vitro
и переносом эмбрионов (Swanson et al., 2007). Такой
подход уже был продемонстрирован на гепардах
(Acinonyx jubatus) с использованием замороженно-
оттаяных сперматозоидов, собранных от диких
самцов в Намибии, что привело к получению
потомства в зоопарках Северной Америки в резуль-
тате искусственного осеменения (Wildt, Roth,
1997). Наряду с этим, было получено потомство в
ходе программы сохранения и восстановления
исчезающего вида куньих – черноногого хорька,
предпринятой в США, благодаря криоконсерва-
ции семени, его сохранения в течение длительно-
го времени в криобанке в сочетании с искус-
ственным осеменением (Howard et al., 2015). Кро-
ме криоконсервированных сперматозоидов, для
повышения генетического разнообразия выбор-
ки производителей, содержащихся в зоопарках и
специальных центрах, может быть использован и
транспорт замороженных эмбрионов. В частно-
сти, эмбрионы оцелота были транспортированы в
криоконсервированном виде из Бразилии в США,
и получено живое потомство, что является аль-
тернативой транспортировки живых представи-
телей вида (Conforti et al., 2008).

В данном обзоре будет рассмотрено примене-
ние современных репродуктивных технологий,
прежде всего криоконсервации гамет и эмбрио-
нов, в отношении четырех семейств отряда хищ-
ных: кошачьих, псовых, куньих и медвежьих. Бу-
дут изложены основные достижения и проблемы

применения этих подходов по отношению к ди-
ким представителям этих семейств.

КРИОКОНСЕРВАЦИЯ СПЕРМАТОЗОИДОВ 
ПРЕДСТАВИТЕЛЕЙ ОТРЯДА ХИЩНЫХ

Источник сперматозоидов для криобанка 
семени хищных

Извлечение сперматозоидов из эпидидимисов
является достаточно распространенным спосо-
бом их получения у представителей хищных (Lu-
voni, 2006). Этот метод практикуют и в настоящее
время, особенно по отношению к домашним ко-
там, поскольку эпидидимисы взрослых котов до-
ступны в ветеринарных клиниках после процедур
плановой стерилизации (Brusentsev et al., 2018).
Эпидидимальное семя также может быть получе-
но и у диких видов хищных, как правило, post-
mortem или после стерилизации по медицинским
показаниям. Так, было успешно криоконсерви-
ровано эпидидимальное семя бенгальского тигра
(Cocchia et al., 2009).

Между тем, “золотым стандартом” получения
семени по отношению к представителям отряда
Carnivora является электроэякуляция, которую
успешно применяют по отношению к кошачьим
(Donoghue et al., 1992; Amstislavsky et al., 2018),
псовым (Johnson et al., 2014; Van den Berghe et al.,
2018; Yatu et al., 2018), куньим (Van der Horst et al.,
2006) и медвежьим (Anel-Lopez et al., 2017; Cai et al.,
2018). В большинстве рассматриваемых нами ра-
бот на диких представителях отряда хищных ис-
следователи используют именно эякуляторное
семя (табл. 1, 2).

Весьма перспективным является также ис-
пользование уретральной катетеризации для по-
лучения семени у различных диких представите-
лей отряда хищных (Lueders et al., 2012, 2014;
Kheirkhah et al., 2017; Jeong et al., 2018; Franklin et al.,
2018). Между тем, в исследовании на рыжем волке
было продемонстрировано, что семя, взятое с ис-
пользованием уретральной катетеризации, обла-
дало худшими характеристиками подвижности и
меньшим объемом по сравнению с эякуляторным
(Franklin et al., 2018). Образцы уретрального семе-
ни, полученного у азиатской золотой кошки, об-
ладали меньшим объемом, но большей концен-
трацией сперматозоидов при сходных процентах
подвижности по сравнению с электроэякулятор-
ным семенем (Lueders et al., 2014). Похожие ре-
зультаты были получены при применении урет-
ральной катетеризации к африканскому льву, ка-
мышовому и дальневосточному лесному коту
(Lueders et al., 2012; Kheirkhah et al., 2017; Jeong et al.,
2018).

Также успешно используется на кошачьих и
мануальный метод, хотя проигрывает электро-
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Таблица 1. Криоконсервация сперматозоидов диких представителей отряда хищных (Carnivora)1

Ж – жизнеспособность, П – подвижность, ПП – прогрессивная подвижность, ИПС – индекс подвижности сперматозоидов;
ИО – искусственная инсеминация, * – охлаждение на сухом льду, # – охлаждение на программном замораживателе; 1 во всех
исследованиях, приведенных в таблице, использовали эякуляторное семя.

Вид/подвид

Криопротектор 
(охлаждение 

в парах LN2, если 
нет сноски)

Показатели после оттаивания 
(жизнеспособность, 

подвижность, фертильность), % Ссылка

Ж П/ПП/ИПС проверка на 
фертильность

Семейство кошачьих (Felidae)
Лев (Panthera leo) 4.7% глицерин – 31/15/– – Luther et al., 2017
Ягуар (Panthera onca) 6% глицерин 46 46/–/– – Silva et al., 2019
Суматранский тигр 
(Panthera tigris sumatrae)

3% глицерин 85 30–/– + Karja et al., 2016

Бенгальский тигр (Panthera tigris tigris) 4% глицерин* – 73/–/79 + Donoghue et al., 1992
Амурский тигр (Panthera tigris altaica) 4% глицерин* 58/–/74
Леопард (Panthera pardus) 4% глицерин – 32/–/– + Jayaprakash et al., 

2001
Индокитайский леопард 
(Panthera pardus delacouri)

5% глицерин 42 37/–/– + Thuwanut et al., 2017

Дымчатый леопард (Neofelis nebulosa) 5% глицерин 28 27/2/28 + Tipkantha et al., 2016
Кот-рыболов (Prionailurus viverrinus) 4% глицерин – –/38/– + Vansandt et al., 2016
Суматранская кошка 
(Prionailurus planiceps)

5% глицерин 34 21/1/– + Thuwanut et al., 2011

Пиренейская рысь (Lynx pardinus) 4% глицерин – 34/–/43 + Ganan et al., 2009a
Рыжая рысь (Lynx rufus) 4% глицерин – –/–/49 + Ganan et al., 2009b
Оцелот (Leopardus pardalis) 4% глицерин* 55 51/–/– + Stoops et al., 2007
Онцилла (Leopardus tigrinus) 4% глицерин* – –/–/51 + Baudi et al., 2008
Кот Жоффруа (Leopardus geoffroyi) 4% глицерин – –/–/46 + Sestelo et al., 2018
Манул (Felis manul) 4% глицерин – –/37/– + Vansandt et al., 2016
Черноногая кошка (Felis nigripes) 4% глицерин – –/44/– + Vansandt et al., 2018
Барханный кот (Felis margarita) 4% глицерин – –/46/– + Vansandt et al., 2018

Семейство собачьих (Canidae)
Песец (Alopex lagopus) 6% глицерин 45 45/–/– – Stasiak et al., 2014
Гривистый волк (Chrysocyon brachyurus) 7% (1 М) ДМСО 51 20/–/– – Johnson et al., 2014
Рыжий волк (Canis rufus) 4% глицерин* – 11/–/– – Franklin et al., 2018
Обыкновенная лисица (Vulpes vulpes) 6% глицерин – –/–/47 + Yatu et al., 2018
Гиеновидная собака (Lycaon pictus) 2.5% глицерин 58 33/–/59 – Van den Berghe et al., 

2018
Мексиканский волк (Canis lupus baileyi) 4% глицерин* 79 –/–/– – Zindl et al., 2006
Койот (Canis latrans) 5% глицерин# 24 20/–/– – Minter, DeLiberto, 

2005
Семейство медвежьих (Ursidae)

Бурый медведь (Ursus arctos) 6% глицерин# 47 68/37/– – Anel-Lopez et al., 2017
Гималайский медведь (Ursus thibetanus 
japanicus)

8% глицерин 58 26/–/– – Okano et al., 2006

Семейство куньих (Mustelidae)
Канадская выдра (Lontra canadensis) 4% глицерин* – –/59/– – Bateman, Swanson, 

2017
Степной хорек (Mustela eversmanni) 4% глицерин 60 –/–/– – Van der Horst et al., 

2009
Черноногий хорек (Mustela nigripes) 4% глицерин* – 45/3/– + Howard et al., 2015
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Таблица 2. Криоконсервация сперматозоидов представителей отряда хищных (Carnivora) с использованием
фирменных криопротективных смесей

# – охлаждение на программном замораживателе, ЭЯ – эякуляторное семя, ЭП – эпидидимальное семя, Ж – жизнеспособ-
ность, П – подвижность, ПП – прогрессивная подвижность, ИПС – индекс подвижности сперматозоидов.

Вид/подвид
Криопротектор

(охлаждение в парах LN2, 
если нет сноски)

ЭЯ/ЭП

Показатели после оттаивания 
(жизнеспособность, подвижность, 

фертильность), %
Ссылка

Ж П/ПП/ИПС проверка на 
фертильность

Семейство кошачьих (Felidae)

Домашняя кошка 
(Felis silvestris catus)

CaniPlus Freeze (Mini-
tube, Germany)

ЭП 51 31/7/– + Amstislavsky et al., 
2018; Brusentsev et al., 
2018

SpermFreeze (FertiPro, 
Belgium)

ЭП 54 27/15/– + Brusentsev et al., 2018

BotuCrio (Botupharma, 
USA)

ЭП 39 16/3/– – Macente et al., 2018

Бенгальская кошка 
(Prionailurus bengal-
ensis)

Freezing Medium TYB 
(FUJIFILM Irvine 
Scientific, Japan)

ЭЯ 22 –/–/– – Ha et al., 2011

Дальневосточный 
лесной кот (Prionai-
lurus bengalensis eup-
tilurus)

CaniPlus Freeze (Mini-
tube, Germany)

ЭЯ 38 34/–/– + Amstislavsky et al., 
2018

Гепард (Acinonyx 
jubatus)

Freezing Medium TYB 
(FUJIFILM Irvine
Scientific, Japan)

ЭЯ – –/–/62 – Terrell et al., 2012

Маргай (Leopardus 
wiedii)

Freezing Medium TYB 
(FUJIFILM Irvine 
Scientific, Japan)#

ЭЯ – –/–/30 – Erdmann et al., 2019

Пиренейская рысь 
(Lynx pardinus)

Biladyl (Minitub,
Germany)

ЭЯ – 8/–/11 + Ganan et al., 2009a

Рыжая рысь 
(Lynx rufus)

Biladyl (Minitub,
Germany)

ЭЯ – –/–/41 + Ganan et al., 2009b

Семейство псовых (Canidae)

Домашняя собака 
(Canis lupus familiaris)

CaniPlus Freeze (Mini-
tube, Germany)

ЭЯ – –/65/– – Sichtar et al., 2015

Рыжий волк (Canis 
lupus rufus)

CaniPlus Freeze (Mini-
tube, Germany)

ЭЯ – 7/–/– – Franklin et al., 2018

Семейство медвежьих (Ursidae)

Большая панда 
(Ailuropoda melano-
leuca)

Freezing Medium TYB 
(FUJIFILM Irvine Scien-
tific, Japan)

ЭЯ 36 25/24/– – Cai et al., 2018
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эякуляции по объему полученного эякулята, пре-
восходит ее по количеству и подвижности спер-
матозоидов (Buranaamnuay, 2017). Однако, дан-
ный метод получения эякулята подразумевает
использование искусственной вагины и требует
определенной тренировки как персонала, так и
самого животного, что может быть проблемой
при работе с дикими особями (Zambelli, Cunto,
2006). Следует отметить, что для домашних псов
наиболее предпочтительным методом получения
семени является именно мануальный способ
(Nunez-Martinez et al., 2006).

Анализ литературы позволяет сделать заклю-
чение о том, что способ получения семени влияет
на некоторые морфологические и функциональ-
ные показатели семени, как до, так и после крио-
консервации. В частности, целостность акросо-
мы в эпидидимальном семени как до, так и после
криоконсервации, ниже по сравнению с тако-
вым, полученным в результате электроэякуляции
(Luvoni, 2006). Также целостность акросом ниже
и в сперматозоидах, полученных с помощью урет-
ральной катетеризации, по сравнению с таковы-
ми, полученными в результате электроэякуляции
(Franklin et al., 2018). Плюсом применения элек-
троэякуляции по сравнению с уретральной кате-
теризацией является больший объем получаемого
семени (Lueders et al., 2014; Franklin et al., 2018).
Однако по имеющимся литературным данным
можно сделать вывод, что мануальный метод с
использованием искусственной вагины, а также
применение уретральной катетеризации имеют
лучшие показатели по числу сперматозоидов и их
подвижности, по сравнению с электроэякуляцией
(Lueders et al., 2014; Buranaamnuay, 2017).

СПОСОБЫ КРИОКОНСЕРВАЦИИ 
СЕМЕНИ ХИЩНЫХ И ПРОВЕРКИ 

ЕГО ЖИЗНЕСПОСОБНОСТИ

Этапы криоконсервации сперматозоидов 
и подбор криопротекоров

Данные по криоконсервации сперматозоидов
диких представителей отряда хищных с использо-
ванием стандартных протоколов представлены в
табл. 1. Приведенные в табл. 1 результаты свиде-
тельствуют об эффективности криоконсервиро-
вания семени разных видов семейства кошачьих,
псовых, куньих и медведей. За исключением медве-
дей, у которых отсутствуют доместицированные ви-
ды, перед применением в отношении представите-
лей дикой фауны, характерные для разных се-
мейств хищных особенности криоконсервации
семени изучают на домашних видах, а именно –
домашних котах (Cheuqueman et al., 2018), до-
машних псах (Qamar et al., 2019) и домашних
хорьках (van der Horst et al., 2009).

Криоконсервация сперматозоидов стала
успешной после открытия криопротективных
свойств глицерина (Polge et al., 1949). В настоя-
щее время список криопротекторов, которые
успешно применяют для криоконсервации гамет
и эмбрионов, достаточно велик (Амстиславский
и др., 2015; Elliott et al., 2017; Rajan, Matsumura,
2018). Криопротекторы разделяют на проникаю-
щие и не проникающие в клетки (Shaw, Jones,
2003). Малые (мол. масса <100) гидрофильные,
проникающие в мембрану соединения, способ-
ные создавать водородную связь с молекулами
воды и образовывать водородные связи, напри-
мер, с белком (вместо молекулы воды), особенно
эффективны в качестве криопротекторов. Наличие
таких соединений в водных растворах снижает тем-
пературу образования льда (Shaw, Jones, 2003).

Для семени всех перечисленных видов сначала
проводят пробоподготовку, состоящую из не-
скольких стадий. На первом этапе обычно произ-
водят смешивание образца семени с разбавите-
лем, либо не содержащим основной проникаю-
щий криопротектор, либо содержащий этот
криопротектор в концентрации ниже финальной,
после чего смесь охлаждают до 4–5°C с последую-
щим выдерживанием при заданной температуре в
течение 1–3 ч (Van der Horst et al., 2009; Bateman,
Swanson, 2017; Franklin et al., 2018; Yatu et al., 2018).
В некоторых случаях, однако, этот этап эквилиб-
рации осуществляют без добавления в разбави-
тель проникающего криопротектора, заменяя его
на непроникающие, в частности, на глюкозу,
лактозу или трегалозу (Karja et al., 2016). Иногда
на первом этапе проникающий криопротектор
добавляют уже в финальной концентрации (John-
son et al., 2014; Erdmann et al., 2019). На втором
этапе полученную суспензию сперматозоидов
смешивают со вторым разбавителем, содержа-
щим основной проникающий криопротектор в
достаточно высокой концентрации (6–16%), так,
чтобы финальная концентрация основного крио-
протектора в смеси составила 3–8%.

Как показано, в подавляющем большинстве
работ по криоконсервации сперматозоидов пред-
ставителей отряда хищных в качестве основного
криопротектора используют глицерин, реже –
диметилсульфоксид (ДМСО) (табл. 1). При этом
практически всегда в качестве дополнительного
компонента криопротективной смеси использу-
ют яичный желток в концентрации 20%, заменяя
его иногда на соевый лецитин. Во многих из при-
веденных в табл. 1 работах, наряду с основным
проникающим криопротектором и яичным желт-
ком, в криопротективную смесь добавляют не-
проникающие криопротекторы, такие как глюкоза
(Franklin et al., 2018), фруктоза (Anel-Lopez et al.,
2017; Franklin et al., 2018; Van den Berghe et al.,
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2018), лактоза (Karja et al., 2016) и раффиноза
(Yatu et al., 2018).

Кроме того, используют готовые фирменные
разбавители семени для криоконсервации спер-
матозоидов хищных (табл. 2). Использование та-
ких криопротекторных смесей имеет одно суще-
ственное достоинство – стандартизацию протоко-
лов криоконсервации. На рынке есть фирменные
разбавители семени для криоконсервации различ-
ных видов млекопитающих, преимущественно
человека и домашних или сельскохозяйственных
животных. Для представителей отряда хищных
хорошо зарекомендовали себя CaniPlus Freeze от
немецкой компании Minitube (Sichtar et al., 2015;
Amstislavsky et al., 2018; Brusentsev et al., 2018;
Franklin et al., 2018), Freezing Medium TYB от
Японско-Американской компании FUJIFILM
Irvine Scientific (Ha et al., 2011; Terrell et al., 2012;
Cai et al., 2018; Erdmann et al., 2019) и Sperm-
Freeze от бельгийской компании FertiPro
(Brusentsev et al., 2018).

После уравновешивания семени с криопро-
текторами его достаточно быстро охлаждают в па-
рах жидкого азота (LN2) до температуры ~–120°C
(Van der Horst et al., 2009; Stasiak et al., 2014; John-
son et al., 2014; Bateman, Swanson, 2017; Cai et al.,
2018; Van den Berghe et al., 2018; Yatu et al., 2018)
или охлаждают с использованием программного
замораживателя до –100°C с последующим по-
гружением в жидкий азот (Anel-Lopez et al., 2017).
В некоторых случаях используют сухой лед и
охлаждают до ~–80°C (Donoghue et al., 1992; Stoops
et al., 2007; Baudi et al., 2008; Howard et al., 2015;
Franklin et al., 2018). В некоторых случаях семя
сразу помещают в транспортировочный сосуд
(dry shipper), где оно постепенно охлаждается до
температуры ~–120°C (Stoops et al., 2007; Johnson
et al., 2014). На последнем этапе контейнеры с за-
мороженной суспензией сперматозоидов поме-
щают в криохранилище, где их сохраняют при
температуре –196°C.

Для представителей семейства кошачьих при
криоконсервации семени используют в качестве
контейнера пластиковые соломины, которые вы-
держивают в парах LN2 (Amstislavsky et al., 2018;
Brusentsev et al., 2018), иногда в качестве контей-
нера используют криопробирки, а для заморажи-
вания сухой лед (Donoghue et al., 1992; Baudi et al.,
2008) или dry shipper (Stoops et al., 2007). Для замо-
раживания семени различных видов семейства
псовых применяют либо пластиковые соломины,
которые выдерживают в парах LN2 (Stasiak et al.,
2014; Van den Berghe et al., 2018; Yatu et al., 2018)
или dry shipper (Johnson et al., 2014), либо крио-
пробирки и сухой лед (Franklin et al., 2018). Для
криоконсервации семени представителей семей-
ства куньих используют пластиковые соломины в

качестве контейнера, которые выдерживают в па-
рах LN2 (Van der Horst et al., 2009), либо криопро-
бирки и сухой лед (Howard et al., 2015; Bateman,
Swanson, 2017). Для представителей семейства
медвежьих при криоконсервации семени исполь-
зуют пластиковые соломины в качестве носителя
и, либо выдерживают в парах LN2 (Cai et al., 2018),
либо применяют программное замораживание
(Anel-Lopez et al., 2017).

Как видно из данных, приведенных в табл. 1,
показатели жизнеспособности и подвижности се-
мени после криоконсервации у исследованных
видов хищных не сильно зависели от концентра-
ции применяемого криопротектора (преимуще-
ственно глицерина в качестве основного крио-
протектора). Согласно литературным данным,
способ охлаждения образцов семени (в парах азо-
та, программное замораживание, на сухом льду, в
драйшипере), также не оказывал критического
влияния на результат криоконсервации. Между
тем, наш собственный опыт работы с семенем ко-
шачьих свидетельствует о том, что способ охла-
ждения образцов семени в парах азота является
оптимальным, по крайней мере, при работе в
условиях, приближенным к полевым, и более на-
дежным по сравнению с охлаждением в драйши-
пере. Как видно из приведенных в табл. 2 данных,
показатели эффективности криоконсервации се-
мени представителей хищных с применением
фирменных криопротективных смесей не сильно
отличаются от таковых при применении самосто-
ятельно изготовленных смесей на основе глице-
рина, используемых для тех же семейств хищных.
Исключением, пожалуй, является Biladyl (Mini-
tub, Germany), который показал заметное сниже-
ние подвижности и оплодотворяющей способно-
сти сперматозоидов пиренейской и рыжей рыси
по сравнению с криопротекторными смесями,
приготовленными экспериментаторами на осно-
ве глицерина (Ganan et al., 2009a, 2009b).

Способы оценки эффективности 
криоконсервации сперматозоидов

Для подбора наиболее эффективного протоко-
ла криоконсервации семя до и после заморажива-
ния оценивают по различным показателям, таким
как жизнеспособность, подвижность, морфология
сперматозоидов, а также их оплодотворяющая спо-
собность. В случае работы с дикими видами живот-
ных важно подбирать методы оценки, в том числе
и для проведения в “полевых” условиях, где нет
доступа к полноценной лаборатории. Использо-
вание таких методов возможно, если в наличии
имеется, как минимум, световой микроскоп. Для
комфортной работы со сперматозоидами боль-
шинства видов млекопитающих желательно уве-
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личение 200× или более. Для характеристики
морфологический аномалий сперматозоидов не-
обходимо более сильное увеличение (1000×).

Жизнеспособность сперматозоидов различ-
ных видов млекопитающих, в том числе предста-
вителей отряда хищных, обычно оценивают по
состоянию их плазматической мембраны, напри-
мер, с помощью окрашивания образца смесью
красителей эозина и нигрозина, при котором
первый краситель проникает в сперматозоиды,
но только в те, у которых повреждена мембрана, а
второй создает темный фон, на котором лучше вид-
но окрашенные сперматозоиды (Bjorndahl et al.,
2003; Tipkantha et al., 2016). Альтернативно жиз-
неспособность сперматозоидов можно оценить с
помощью гипоосмотического теста (Ramu, Jey-
endran, 2012), при котором оценивается функцио-
нальная способность мембраны живых спермато-
зоидов поддерживать осмотическое равновесие в
клетке. Данный тест, в частности, успешно при-
меняется на сперматозоидах хищных (Silva et al.,
2019). Помимо этого, применяют метод оценки с
использованием флуоресцентных красителей SYBR
Green I и йодистого пропидия (LIVE/DEAD тест),
позволяющий получить информацию по про-
центному соотношению живых и мертвых спер-
матозоидов. В наших собственных исследованиях
мы с успехом применяли эти методы для оценки
жизнеспособности сперматозоидов кошачьих как
на домашнем коте (Brusentsev et al., 2018), так и на
дальневосточном лесном коте (Amstislavsky et al.,
2018), а также на представителях рода Lynx (рис. 1).

Очень важным параметром качества семени
является подвижность сперматозоидов. С помо-
щью камеры Маклера можно как в лабораторных,
так и в полевых условиях оценить концентрацию
сперматозоидов в образце, их общую, прогрес-
сивную и непрогрессивную подвижность (Ams-
tislavsky et al., 2018); в некоторых случаях исполь-
зуют сочетание гемоцитометра Нейбауэра (для
определения концентрации) и определения про-
цента подвижных сперматозоидов на предметном
стекле (Ganan et al., 2009a, 2009b). Иногда про-
грессивно подвижные сперматозоиды классифи-
цируют по шкале от 0 до 5 и рассчитывают индекс
подвижности сперматозоидов (ИПС) (Baudi et al.,
2008).

Большое значение имеет и морфология спер-
матозоидов, которая может быть оценена окра-
шиванием сухого мазка с последующей световой
микроскопией при большом увеличении (Ams-
tislavsky et al., 2018; Franklin et al., 2018) или без
окрашивания мазка, с применением фазового
контраста (Tipkantha et al., 2016). В некоторых ис-
следованиях дополнительно оценивают целост-
ность акросомы окрашиванием сперматозоидов
красителем кумасси бриллиантовым синим с по-

следующей микроскопией (Larson, Miller, 1999;
Ganan et al., 2009b).

Все вышеперечисленные показатели можно
оценить более тщательно в условиях хорошо обо-
рудованной лаборатории. Например, для оценки
подвижности часто используют автоматические
компьютерные системы (computer-assisted sperm
analysis, CASA), которые рассчитывают не только
процент подвижных сперматозоидов, но и ско-
рость и траектории их движения (Luther et al.,
2017). Также существуют автоматизированные си-
стемы для морфометрии сперматозоидов (Anel-Lo-
pez et al., 2017). Оценку жизнеспособности спер-
матозоидов и целостности их акросом в лабора-
торных условиях можно проводить методом их
окрашивания флуорохромами с последующим
использованием флуоресцентной или конфо-
кальной микроскопии (Amstislavsky et al., 2018;
Van den Berghe et al., 2018). С помощью флуоро-
хромов, например, JC-1 assay kit также можно
оценить такие параметры, как активность мито-
хондрий в сперматозоидах (Thuwanut et al., 2011).

Итоговой целью оценки параметров качества
семени является определение его способности к
оплодотворению (фертильность). Самым про-
стым способом использования семени для опло-
дотворения является искусственное осеменение
(ИО), однако такой способ весьма требователен к
числу подвижных сперматозоидов в образце
(Swanson et al., 2007). В случае работы с редкими и
ценными видами хищных более экономичным
выбором является экстракорпоральное оплодо-

Рис. 1. Сперматозоид евразийской рыси (Lynx lynx) по-
сле криоконсервации, окрашенный смесью красителей
эозина и нигрозина (Vital Screen, FertiPro, Бельгия).
Красная окраска свидетельствует о том, что спермато-
зоид мертвый. Масштабная полоска: 20 мкм.
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творение (ЭКО) (Swanson et al., 2007). Для доме-
стицированных видов хищных, в частности для
домашней кошки, проще всего использовать го-
мологическое ЭКО, когда для проверки оплодо-
творяющей способности сперматозоидов домаш-
него кота ими экстракорпорально оплодотворяют
ооциты домашней кошки (Brusentsev et al., 2018).
Что касается диких видов хищных, то для провер-
ки оплодотворяющей способности сперматозои-
дов после криоконсервации, технически проще
использовать гетерологическое ЭКО. Между тем,
возможность получения развивающихся эмбрио-
нов путем гетерологического ЭКО продемон-
стрирована только для одного семейства отряда
хищных – кошачьих. В частности, для оценки
оплодотворяющей способности сперматозоидов
красной рыси (Ganan et al., 2009b), пиренейской
рыси (Ganan et al., 2009a) и дальневосточного лес-
ного кота (Amstislavsky et al., 2018) были использо-
ваны ооциты домашней кошки. Поскольку для
некоторых диких видов кошачьих характерен вы-
сокий процент тератозооспермии, это может
ограничивать возможность применения ЭКО; в
таком случае для оценки фертильности семени и
получения эмбрионов может использоваться го-
мологическое или гетерологическое ИКСИ (ин-
трацитоплазматическая инъекция сперматозои-
да). Для применения этого метода требуются еди-
ничные нормальные подвижные сперматозоиды.
Метод ИКСИ был, в частности, успешно приме-
нен на гепарде, леопарде и льве c целью проверки
оплодотворяющей способности сперматозоидов
этих видов кошачьих после криоконсервации
(Moro et al., 2014; Fernandez-Gonzalez et al., 2015).

Наш собственный опыт работы с диким пред-
ставителем семейства кошачьих – дальневосточ-
ным лесным котом показал, что в условиях, при-
ближенных к полевым, экспресс метод оценки
жизнеспособности при помощи смеси красите-
лей эозина и нигрозина и оценки их концентра-
ции и подвижности при помощи камеры маклера
оказывается вполне достаточно, по крайней мере
для того, чтобы осуществить криоконсервацию
семени с последующей более тщательной оцен-
кой и изучением, в том числе и оплодотворяющей
способности сперматозоидов после их оттаива-
ния в лабораторных условиях (Amstislavsky et al.,
2018). Между тем, крайне желательна предвари-
тельная апробация протоколов криоконсервации
и оценки семени на доместицированном предста-
вителе семейства, в данном случае – на домаш-
нем коте (Brusentsev et al., 2018).

Показатели жизнеспособности сперматозоидов 
после их криоконсервации у различных 

представителей отряда хищных

Анализ эффективности процедуры криокон-
сервации сперматозоидов (табл. 1, 2) после их от-
таивания/отогрева выявил, что жизнеспособность
образцов эякуляторного семени диких видов коша-
чьих, за исключением одного исследования состав-
ляет 22–55% (43.75 ± 6.92% в среднем). У домашне-
го кота жизнеспособность сперматозоидов после
криоконсервации обычно несколько выше и со-
ставляет 47–65% (Chatdarong et al., 2017; Cheuque-
man et al., 2018; Jara et al., 2019). Между тем, в од-
ном исследовании на сперматозоидах суматран-
ского тигра была отмечена исключительно
высокая жизнеспособность сперматозоидов по-
сле оттаивания – 85% (Karja et al., 2016). В данном
исследовании, наряду с глицерином и яичным
желтком, в криопротективную смесь был добав-
лен дополнительный ингредиент, а именно Orvus
ES paste, а в процессе эквилибрации образцов се-
мени использовали глюкозу, лактозу или раффи-
нозу.

Жизнеспособность эякуляторного семени у
диких псовых составила 24–79% (51.4 ± 8.9% в
среднем); причем для гривистого волка (Chrysocyon
brachyurus) была обнаружена большая эффектив-
ность использования ДМСО по сравнению с гли-
церином (Johnson et al., 2014), который является
основным криопротектором при замораживании
сперматозоидов других представителей отряда
хищных (табл. 1). Между тем, сравнение ДМСО и
глицерина, в качестве основного криопротектора
при криоконсервации сперматозоидов рыжего
волка, показало существенно более высокие ха-
рактеристики подвижности при применении гли-
церина (Franklin et al., 2018). Для некоторых дру-
гих диких представителей отряда псовых, а имен-
но песца, рыжей лисицы, гиеновидной собаки и
мексиканского волка, глицерин в концентрации
2.5–6.0% оказывал достаточно хороший крио-
протективный эффект и показатели жизнеспо-
собности и (или) подвижности для разморожен-
ного семени были не ниже 45%. Эти показатели
находятся в хорошем соответствии с таковыми
для домашних псов: 45% жизнеспособности се-
мени при применении 6% глицерина в качестве
основного криопротектора (Qamar et al., 2019).
Между тем, для койота и рыжего волка показате-
ли жизнеспособности и (или) подвижности семе-
ни при использовании глицерина в качестве
криопротектора оказались весьма низкими (табл. 1).
Достаточно перспективным, на наш взгляд, явля-
ется применение фирменной криопротективной
смеси на основе глицерина, созданной специаль-
но для криоконсервации сперматозоидов пред-
ставителей семейства псовых – CaniPlus Freeze
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(Minitube, Германия). Показательно, что эта
смесь, которая создавалась для работы с семенем
домашних псов, оказалась эффективна при крио-
консервации семени дикого представителя се-
мейства псовых – рыжего волка (табл. 2).

Среди диких видов куньих жизнеспособность
сперматозоидов была определена только у до-
машнего и степного хорька (Mustela eversmanni), и
составляла 60% (Van der Horst et al., 2009). У дру-
гих диких видов куньих, а именно – канадской
выдры и черноногого хорька, была определена
только подвижность сперматозоидов после про-
цедур криоконсервации, которая также оказалась
достаточно высокой, соответственно 59 и 45%
(табл. 1).

У медвежьих разброс в жизнеспособности от-
таянных сперматозоидов составляет 36–58%
(47 ± 6.4% в среднем). Было продемонстрирова-
но, что у большой панды и бурого медведя эти по-
казатели могут быть улучшены с помощью селек-
ции сперматозоидов путем центрифугирования
через коллоидный раствор (Anel-Lopez et al., 2017;
Cai et al., 2018).

Оплодотворяющая способность оттаянного
семени диких кошачьих в большинстве случаев
определялась с помощью гетерологического ЭКО
ооцитов домашней кошки (табл. 1, 2); процент
дробления при этом составил 11–61%, в среднем
41.0 ± 5.3% в зависимости от вида: пиренейская
рысь – 11% (Ganan et al., 2009a), рыжая рысь –
24% (Ganan et al., 2009b), оцелот – 29% (Stoops et al.,
2007), дальневосточный лесной кот – 36% (Ams-
tislavsky et al., 2018), барханный кот – 41% (Van-
sandt et al., 2018), индокитайский леопард – 46%
(Thuwanut et al., 2017), кот Жоффруа – 46% (Ses-
telo et al., 2018), черноногая кошка – 59% (Van-
sandt et al., 2018), кот-рыболов – 60% (Vansandt et al.,
2016) и манул – 61% (Vansandt et al., 2016). Также
проводили оценку на фертильность по доле опло-
дотворившихся ооцитов для суматранского тигра
(Karja et al., 2016) и для дымчатого леопарда, кото-
рая составляла 46 и 16% соответственно (Tipkan-
tha et al., 2016). Лишь в случае бенгальского и
амурского тигра проводилось гомологическое
ЭКО ооцитов тигрицы, которое показало 70%
дробления (Donoghue et al., 1992). Для некоторых
видов собачьих и куньих проводили ИО, при этом
частота наступления беременности у обыкновен-
ной лисицы достигала 81% (Yatu et al., 2018), а у
черноногого хорька – 28% (Howard et al., 2015).

Достижения и проблемы криоконсервации 
сперматозоидов представителей отряда хищных

В отряде хищных насчитывается 15 семейств
(по данным NCBI taxonomy browser; https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi).

Общей проблемой для отработки наиболее эф-
фективных репродуктивных технологий по отно-
шению к большинству этих семейств, является
отсутствие доместицированных видов. Лишь для
кошачьих, псовых и куньих имеются доместици-
рованные представители, а именно – домашняя
кошка, собака и хорек фуро, которые позволяют
отработать соответствующие технологии получения
и криоконсервации гамет и эмбрионов (Wildt et al.,
1992), в частности, сперматозоидов, которые потом
легче адаптировать к диким представителям этих
семейств. Именно по этой причине, лишь для ди-
ких представителей данных трех семейств, а так-
же медведей, имеются успешные работы с доста-
точно высокими показателями жизнеспособно-
сти семени после криоконсервации, что и
отражено в табл. 1 и 2. Отдельно следует упомя-
нуть медведей. Для этого семейства хищных нет
доместицированных видов, которые могли бы
быть использованы в качестве “модели” для отра-
ботки технологий, направленных на изучение ди-
ких видов. Между тем, как говорилось выше,
шесть из восьми видов семейства являются уязви-
мыми. Соответственно, на это семейство были
направлены большие усилия исследователей, и
имеются работы по криоконсервации семени
медвежьих (табл. 1, 2). По остальным видам хищ-
ных, не принадлежащих к этим четырем семей-
ствам, имеются лишь единичные работы, в кото-
рых обсуждается криоконсервация семени (Ro-
drigues da Paz, dos Santos Avila, 2015; Komatsu et al.,
2021).

Серьезной проблемой, по крайней мере, для
кошачьих, является тератоспермия, то есть при-
сутствие сперматозоидов с морфологическими
нарушениями, характерная для некоторых пред-
ставителей данного семейства (Pukazhenti et al.,
2006; Howard, Wildt, 2009). Низкий процент нор-
мальных сперматозоидов (менее 40%) характерен
для львов, ягуарунди, техасского подвида пумы;
еще более низкий процент (20% и ниже) характе-
рен для гепарда, дымчатого леопарда, и флорид-
ского подвида пум, известного больше как “пан-
теры Флориды” (Pukazhenti et al., 2006). Между
тем, как по данным этих авторов, так и по нашим
собственным наблюдениям, для бенгальской
кошки, в частности для подвида этой кошки –
дальневосточного лесного кота, а также для неко-
торых других представителей кошачьих, не харак-
терна тератоспермия (Pukazhenti et al., 2006). Ав-
торы данного исследования считают, что терато-
спермия характерна, в наибольшей мере, для тех
видов кошачьих, у которых, в силу тех или иных
причин, снижен уровень гетерозиготности и для
которых уровень инбридинга достаточно высок; ха-
рактерным примером таких кошачьих являются ге-
парды и “пантеры Флориды” (Pukazhenti et al.,
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2006). Следует отметить, что проблема терато-
спермии характерна не только для кошачьих. Вы-
сокий уровень тератоспермии отмечен для черно-
ного хорька (Howard, Wildt, 2009), вида куньих,
который был на грани полного исчезновения и
был восстановлен из популяции, которая состоя-
ла из 18 особей, причем лишь семь из них (три
самца и четыре самки) были отобраны для про-
граммы восстановления этого вида куньих (How-
ard et al., 2015).

Как уже было сказано выше, основным спосо-
бом взятия семени у живых представителей диких
видов хищных является электроэякуляция, кото-
рую осуществляют под наркозом (Swanson, 2003).
Имеются лишь отдельные исключения, в частно-
сти, обыкновенная лисица и песец, у которых, в
условиях разведения на ферме, удавалось систе-
матически получать эякулят мануальным спосо-
бом (Jalkanen, 1993; Andraszek et al., 2020). Не-
смотря на то, что дозы и тип наркоза достаточно
хорошо отработаны для представителей разных
семейств отряда хищных, тем не менее, это явля-
ется серьезным воздействием на животное, и со-
пряжено с определенным риском для его здоро-
вья. Исходя из нашего опыта работы с куньими и
кошачьими, проблемой является также то, что у
некоторых особей вообще не удается получить
эякуляцию при применении этого способа.

Проведенный анализ литературы позволяет
сделать вывод о том, что в качестве основного
криопротектора для замораживания семени раз-
личных представителей хищных чаще всего ис-
пользует глицерин. Именно этот криопротектор
был впервые использован для замораживания
сперматозоидов более 70 лет назад (Polge et al.,
1949) и до сих пор является криопротектором выбо-
ра при криоконсервации семени хищных (табл. 1).
Использование данного криопротектора в неко-
торых случаях позволяет получить достаточно
высокие показатели жизнеспособности и по-
движности сперматозоидов различных предста-
вителей семейства кошачьих, псовых, медвежьих
и куньих. Применение фирменных криопротек-
торных смесей (табл. 2), в целом, не дает ощути-
мого прироста показателей жизнеспособности
после криоконсервации сперматозоидов различ-
ных видов диких хищных по сравнению с само-
стоятельно приготовленными криопротекторны-
ми смесями на основе глицерина (табл. 1). Между
тем, использование фирменных криопротектор-
ных смесей создает определенные преимущества
при работе в условиях приближенным к полевым,
о чем свидетельствует и наш собственный опыт
(Amstislavsky et al., 2018).

Данные по жизнеспособности сперматозоидов
после криоконсервации, полученные на представи-
телях разных семейств хищных, тяжело поддаются

сравнению, так как исследователи рассматривали
различные индикаторы, такие как жизнеспособ-
ность, подвижность, оплодотворяющая способ-
ность сперматозоидов с использованием разных
методов. В частности, фертильность (оплодо-
творяющую способность) сперматозоидов ис-
следовали либо путем гомологического, либо пу-
тем гетерологического ЭКО, либо путем ИО. Со-
здает определенные сложности и является
достаточно серьезной проблемой также малый
объем эякулята при работе с некоторыми дикими
видами хищных (Luvoni, 2006; Franklin et al.,
2018). Именно малый объем эякулята и относи-
тельный дефицит семени является важным аргу-
ментом в пользу выбора именно ЭКО, при работе с
криоконсервированным семенем диких видов хищ-
ных семейства кошачьих, для этого способа требу-
ется в сотни раз меньше подвижных жизнеспособ-
ных сперматозоидов, чем для ИО (Swanson et al.,
2007).

Между тем, выбор того или иного способа ра-
боты с семенем, находящимся в криобанке, опре-
деляется конкретным видом хищных и осуществ-
ляется либо с экспериментальными целями, либо
в контексте программы сохранения этого вида.
Показательным примером, который, без сомне-
ния является серьезным достижением в данной
области, является применение криобанка в кон-
тексте усилий по сохранению вида черноногого
хорька (Mustela nigripes) в Северной Америке
(Howard et al., 2015). Более 130 потомков было по-
лучено путем ИО в ходе многолетней программы
восстановления численности этого вида куньих
(Howard, Wildt, 2009; Howard et al., 2015). Следует
отметить, что, несмотря на то, что в большинстве
случаев для этого использовали сперматозоиды
не подвергавшееся криоконсервации, потомство
было получено также и после ИО сперматозоида-
ми, взятыми из криобанка, причем в некоторых
случаях, эти сперматозоиды сохранялись в крио-
банке в течение двух десятилетий (Howard et al.,
2015). Это может рассматриваться как несомнен-
ное достижение, поскольку криоконсервация
мужских гамет в сочетании с другими методами,
была успешно использована для восстановления
вида хищных, находившегося на грани полного
исчезновения.

КРИОКОНСЕРВАЦИЯ ООЦИТОВ 
И ПРЕИМПЛАНТАЦИОННЫХ ЭМБРИОНОВ 

ПРЕДСТАВИТЕЛЕЙ ОТРЯДА ХИЩНЫХ

Источник ооцитов и эмбрионов для криобанка 
представителей отряда хищных

Способы получения ооцитов и эмбрионов раз-
личаются в зависимости от вида животного и це-
ли дальнейшего использования. В случае лабора-
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торных модельных видов (например, домашняя
кошка) чаще всего используют яичники, извле-
ченные после рутинной операции овариогистер-
эктомии в ветеринарных клиниках. Из таких яич-
ников выделяют кумулюс-ооцитные комплексы
(КОК) путем измельчения ткани кортекса и ас-
пирации ооцитов из фолликулов. После процеду-
ры сбора КОК-сы подвергаются селекции по ка-
честву на основе морфологических критериев.
Например, среди кошачьих КОК-сов наиболее
пригодными для дальнейшего развития считают-
ся такие, которые имеют правильную сфериче-
скую форму, темную однородную ооплазму и
окружены не менее чем пятью слоями кумулюс-
ных клеток (Wood, Wildt, 1997). Ооциты в таких
комплексах, как правило, находятся на стадии
герминального везикула (т.е. незрелые); их либо
сразу криоконсервируют, либо вначале осу-
ществляют дозревание in vitro с целью последую-
щей криоконсервации или оплодотворения in vi-
tro. При работе с редкими дикими видами хищ-
ных такая методика используется только при
наличии медицинских показаний для операции
(Boutelle et al., 2011) или post mortem: в случаях ги-
бели особей, содержащихся в зоопарках, чтобы
сохранить ценный генетический материал (Ko-
chan et al., 2019). Иногда для получения ооцитов
от диких видов хищных применяют гормонально
индуцированную стимуляцию суперовуляции с
последующей лапароскопической пункцией ан-
тральных фолликулов (Pope et al., 2006, 2012; Mas-
tromonaco, Songsasen, 2020).

Особенностью представителей семейства псо-
вых является то, что у них овуляция происходит

не на стадии MII, а на более ранней стадии мейо-
за; при этом ооциты после овуляции дозревают в
яйцеводах (Chastant-Maillard et al., 2011). С этим
связаны проблемы создания условий для дозрева-
ния in vitro ооцитов диких представителей этого
семейства (Amstislavsky et al., 2012). Между тем,
были предприняты вполне успешные попытки
криоконсервации ооцитов диких представителей
семейства псовых (табл. 3) Есть несколько работ,
посвященных in vitro дозреванию ооцитов пред-
ставителей отряда медвежьих, например, барибала
(Johnston et al., 1994) и бурого медведя (Yin et al.,
2007). Что касается криоконсервации ооцитов
медвежьих и куньих, в настоящее время пока не
опубликовано работ на эту тему.

Эмбрионы для криоконсервации могут быть
получены in vitro или in vivo. В первом случае
оплодотворение ооцитов можно произвести пу-
тем традиционного ЭКО или с помощью ИКСИ
(Pope, 2012, 2014). Эмбрионы представителей
хищных, развившиеся in vivo чаще всего получают
путем хирургического извлечения их из репро-
дуктивных путей спустя несколько дней после
оплодотворения in vivo (путем спаривания с сам-
цом либо после ИО) у наркотизированных жи-
вотных с сохранением их репродуктивной функ-
ции (Lindeberg et al., 2003; Piltti et al., 2004; Guai-
tolini et al., 2012).

Способы криоконсервации ооцитов и эмбрионов 
представителей отряда хищных

Существуют два способа замораживания
ооцитов и эмбрионов млекопитающих – про-
граммное замораживание и витрификация (Whit-

Таблица 3. Криоконсервация ооцитов диких представителей отряда хищных (Carnivora)

MII – криоконсервация зрелых ооцитов, GV – криоконсервация незрелых ооцитов.

Вид животного Криопротекторы
Характер 

криоконсервации, 
тип носителя

Лучший результат Ссылка 
на исследование

Семейство кошачьих (Felidae)
Сервал (Leptailurus 
serval)MII

Cryotech Vitrification 
kit (Cryotech, Japan)

Витрификация 
с использованием Rapid-I 
(Vitrolife, Sweden)

70% живых ооцитов 
после окрашивания

Nowak et al., 2019

Манул
(Otocolobus manul)MII

60% живых ооцитов 
после окрашивания

Семейство псовых (Canidae)
Обыкновенная лисица 
(Vulpes vulpes)GV

15% ЭГ, 15% ДМСО Витрификация с исполь-
зованием криопетли 
(cryoloop)

42% ооцитов возоб-
новивших мейоз, 
5% дозревших до ста-
дии MII после IVM

Cao et al., 2017

Мексиканский волк 
(Canis lupus baileyi)GV

15% ЭГ, 15% ДМСО, 
0.5 М сахарозы

Витрификация с исполь-
зованием Cryotop 
(Kitazato, Japan)

41% живых ооцитов 
после окрашивания

Boutelle et al., 
2011
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tingham et al., 1972; Rall, Fahy, 1985; Saragusty, Arav,
2011). Программное замораживание является
равновесным процессом, который характеризу-
ется низкими скоростями охлаждения для под-
держания внутриклеточной воды в переохла-
жденном состоянии, что способствует перемеще-
нию воды из внутриклеточных компартментов во
внеклеточные, в конце концов, по окончании
процесса внутриклеточные кристаллы льда обра-
зуются, но они мелкие и, соответственно, не
слишком вредоносные для клеток (Mazur, 1990).
В принципиальную схему программы входит пер-
вый этап охлаждения со скоростью 1–2°С/мин до
температуры около –5…–7°С, при которой про-
водят принудительную нуклеацию льда во избе-
жание спонтанной кристаллизации, и второй
этап более медленного охлаждения (десятые доли
градуса в минуту) до температуры ниже –30°С,
при которой можно помещать носитель в жидкий
азот. Для предотвращения повреждения и гибели
клеток в процессе замораживания применяют
различные криопротекторы, как описано выше.

Витрификация (стеклование) основывается на
предположении о том, что при высоких концен-
трациях криопротектора и очень быстром сниже-
нии температуры клетки переходят в стекловид-
ное состояние (витрифицируются), минуя ста-
дию кристаллизации (Mazur, 1990). Переход
раствора в аморфную фазу происходит обычно
при высоких скоростях охлаждения – более
500°С/мин; при проведении витрификации ис-
пользуют криопротекторы в концентрации от 4
до 7 молей, то есть выше, чем при программном
замораживании (Saragusty, Arav, 2011). В боль-
шинстве современных методов такие скорости
охлаждения достигаются погружением материала
непосредственно в жидкий азот (–196°С) или в
переохлажденный воздух – например, закрытые
системы Rapid-I (Nowak et al., 2019). Закрытые
системы отличаются от открытых отсутствием
прямого контакта материала с жидким азотом,
который может привести к контаминации образ-
ца; однако при этом они могут проигрывать по
скорости охлаждения и, следовательно, эффек-
тивности (Vajta et al., 2015). Наиболее популярны-
ми являются открытые системы, такие как OPS –
open pulled straw (Luciano et al., 2009), Cryotop и
Cryoloop (Mikolajewska et al., 2012). Помимо ско-
рости охлаждения, важную роль также играют
объем и вязкость среды, в которой криоконсерви-
руют образцы (Saragusty, Arav, 2011).

Оба метода криоконсервации имеют свои пре-
имущества и недостатки. Преимущество медлен-
ного замораживания заключается в использова-
нии низких концентраций криопротекторов, то-
гда как для витрификации требуются высокие
концентрации, которые связаны с химической

токсичностью и осмотическим шоком (Shaw,
Jones, 2003). Однако витрификация является
быстрым методом, позволяющим избежать этапа
длительного охлаждения, что снижает криопо-
вреждения, возникающие в клетках при их охла-
ждении до околонулевых температур и при замо-
раживании клеток в результате кристаллизации
внутриклеточной воды (Kim, 2013). Это преиму-
щество особенно существенно при криоконсер-
вации ооцитов и эмбрионов тех видов, у которых
высокое содержание липидов в их репродуктив-
ных клетках (Amstislavsky et al., 2019).

Способы оценки жизнеспособности ооцитов 
и эмбрионов в процессе и после криоконсервации

Существуют многочисленные способы оценки
жизнеспособности ооцитов после процедуры
криоконсервации. В работе Новак с соавторами
(2019), для оценки выживаемости ооцитов серва-
ла (Leptailurus serval) и манула (Otocolobus manul) по-
сле витрификации, их окрашивали флуоресцент-
ными красителями: бромистым этидием (ETBr) в
сочетании с диацетатом флуоресцеина (FDA).
Живые ооциты с неповрежденной клеточной
мембраной светятся в зеленом диапазоне длин
волн, в то время как мертвые ооциты светятся яр-
ко-оранжевым (Nowak et al., 2019). Помимо этого,
используют пропидия йодид (PI), который окра-
шивает только мертвые ооциты с поврежденной
мембраной; именно этот метод применили для
оценки выживания ооцитов мексиканского вол-
ка после криоконсервации (Canis lupus baileyi)
(Boutelle et al., 2011). Также применяют методы
световой, флуоресцентной и конфокальной мик-
роскопии, кроме того, используют электронную
микроскопию для оценки изменений в ооцитах по-
сле криоконсервации, в том числе и на субклеточ-
ном уровне (Turathum et al., 2010; Apparicio et al.,
2013; Cao et al., 2017). Для оценки эффективности
криоконсервации исследуют также митохондрии
после окрашивания их митотрэкером (Cao et al.,
2017). После витрификации ооцитов обыкновен-
ной лисицы (Vulpes vulpes) оценивали содержание
глутатиона – тиолового соединения, необходи-
мого для пролиферации клеток, транспорта ами-
нокислот, синтеза белков и ДНК, поддержания
окислительно-восстановительного баланса. Бы-
ло показано, что концентрация данного вещества
значительно снижается в витрифицированных
ооцитах после их оттаивания по сравнению с кон-
тролем (Cao et al., 2017). Важным методом оценки
жизнеспособности ооцитов хищных после крио-
консервации является их способность к оплодо-
творению и дальнейшему развитию эмбриона,
как было показано в работе Лювони и Пеллицца-
ри (2000) на ооцитах домашней кошки (Felis silves-
tris catus) (Luvoni, Pellizzari, 2000).
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Эффективность криоконсервации эмбрионов
оценивают по их способности к развитию в куль-
туре in vitro после цикла замораживания/оттаива-
ния (Crichton et al., 2003; Mokrousova et al., 2020b).
Наиболее убедительный способ проверки жизне-
способности эмбрионов после криоконсервации –
это трансплантация их соответствующему реци-
пиенту. Такие работы на представителях отряда
хищных проведены преимущественно на домаш-
них кошках (Dresser et al., 1988; Pope, 2000, 2014), со-
баках (Nagashima et al., 2015; Hori et al., 2016) и хорь-
ках (Lindeberg et al., 2003; Piltti et al., 2004; Sun et al.,
2008), а также на нескольких диких видах коша-
чьих (Pope et al., 2006; Conforti et al., 2008; Pope et al.,
2012).

Способов оценить происходящие в живых
клетках процессы, непосредственно в ходе охла-
ждения и замораживания эмбрионов и ооцитов,
не много. Классическим методом является крио-
микроскопия, в ходе которого можно следить за
ходом кристаллизации в охлаждаемых образцах
(Mazur, 1990). На рис. 2 представлен эмбрион до-
машней кошки до начала охлаждения и в процес-
се охлаждения, данные получены с использова-
нием криомикроскопа. Существуют и другие ме-
тоды, которые позволяют “заглянуть внутрь”
образца при его охлаждении. В частности, метод
спектроскопии комбинационного рассеяния све-
та (КРС) позволяет получить информацию о ходе
кристаллизации в образце в процессе его охла-
ждения и оценить соотношение жидкой и твер-
дой фазы воды (Karpegina et al., 2016). В ходе на-
ших исследований с применением этой методики
по отношению к эмбрионам и ооцитам домашней
кошки удалось оценить температуру фазового пе-

рехода в процессе их охлаждения (Okotrub et al.,
2018; Mokrousova et al., 2020b). Данная методика
позволяет получать информацию об отдельных
клетках в реальном времени в процессе их охла-
ждения, не вводя в клетки каких-либо меток. На-
ряду со спектроскопией КРС, для неинвазивного
мониторинга живых клеток применяют также ин-
фракрасную (ИК) спектроскопию (Ishigaki et al.,
2016).

Современные достижения и проблемы 
криоконсервации ооцитов представителей

отряда хищных

Ооциты и преимплантационные эмбрионы
всех представителей отряда хищных, например,
домашней кошки, содержат большое число внут-
риклеточных липидных гранул – ЛГ (Guraya,
1965; Amstislavsky et al., 2019). Содержание боль-
шого числа ЛГ в репродуктивных клетках млеко-
питающих может оказывать влияние на эффек-
тивность их криоконсервации (Hwang, Hochi,
2014; Amstislavsky et al., 2019). При этом, как мы
полагаем, большую роль может играть не только
количественный, но и качественный состав ЛГ,
например, степень ненасыщенности содержа-
щихся в них липидов. Существует предположение,
что чем больше ненасыщенных жирных кислот со-
держится в ЛГ, тем ниже точка фазового перехода
липидов при охлаждении клеток (Okotrub et al.,
2018) и тем выше может быть эффективность их
криоконсервации (Amstislavsky et al., 2019). Од-
ним из способов модификации липидного соста-
ва ооцитов и эмбрионов млекопитающих является
введение жирных насыщенных и ненасыщенных

Рис. 2. Эмбрионы домашней кошки, культивированные in vitro в среде с добавлением линолевой кислоты. Слева эм-
брион при комнатной температуре, справа – в процессе замораживания на криостате. Масштабная полоска: 50 мкм.
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жирных кислот (Aardema et al., 2017; Брусенцев
и др., 2020; Ranneva et al., 2020). Поскольку спектры
КРС чувствительны к структуре молекул и их
окружению, измеряя КРС можно определять
концентрацию веществ, их фазовое состояние и
фазовые переходы (Mokrousova et al., 2020a, 2020b;
Ranneva et al., 2020). С помощью спектроскопии
КРС было показано, что клеточные липиды пре-
терпевают размытый фазовый переход, при кото-
ром наблюдается разделение фаз (Mokrousova et al.,
2020b). Нами было изучено распределение стеа-
риновой кислоты, меченной дейтерием, в липид-
ных гранулах ооцитов домашней кошки после
культивирования in vitro (Ranneva et al., 2020). Ис-
следование показало, что встраивание жирной
кислоты происходит во все липидные гранулы
ооцита. Кроме того, различные гранулы одного
ооцита имеет разную концентрацию введенной
кислоты в зависимости от времени культивирова-
ния (Ranneva et al., 2020). В настоящее время,
данная работа продолжается нами в плане изуче-
ния влияния культивирования эмбрионов до-
машней кошки с линолевой кислотой на их спо-
собность переживать охлаждение и криоконсер-
вацию (рис. 2).

Ооциты представителей отряда хищных иногда,
хотя и редко, криоконсервируют путем программ-
ного замораживания (Luvoni, Pellizzari, 2000), чаще
используют витрификацию (Boutelle et al., 2011;
Galiguis et al., 2014; Cao et al., 2017; Turathum et al.,
2018; Nowak et al., 2019). Результаты этих работ
представлены в табл. 3. Исходя из теоретических
предпосылок, в качестве наиболее предпочтитель-
ного криопротектора для криоконсервации ооци-
тов хищных млекопитающих может выступать
ДМСО, поскольку именно он обладает липофиль-
ными свойствами и может легко проходить через
цитоплазматические мембраны клеток, и, возмож-
но, даже проникать непосредственно в ЛГ (Куле-
шова и др., 2014). Действительно, чаще всего, про-
токол, предназначенный для криоконсервации
ооцитов представителей семейств отряда хищных,
включает в качестве одного из криопротекторов
именно ДМСО (Boutelle et al., 2011; Galiguis et al.,
2014; Cao et al., 2017; Turathum et al., 2018). В част-
ности, с применением смеси криопротекторов,
имеющих в своем составе ДМСО, успешно уда-
лось витрифицировать ооциты домашней собаки
(Turathum et al., 2010), кошки (Galiguis et al., 2014),
обыкновенной лисицы (Cao et al., 2017) и мекси-
канского волка (Boutelle et al., 2011).

Между тем, для этих же целей иногда исполь-
зуют стандартные коммерческие наборы для вит-
рификации. В частности, в работе Аппаричио с
соавторами (Apparicio et al., 2013) КОК-сы до-
машней кошки были витрифицированы с ис-
пользованием фирменной смеси криопротекто-

ров предназначенной для ооцитов крупного рога-
того скота (Apparicio et al., 2013). Относительно
недавно, ооциты сервала (Leptailurus serval) и ма-
нула (Otocolobus manul) криоконсервировали с ис-
пользованием специального набора для витрифи-
кации, используемого в медицине: Cryotech Vitrifi-
cation kit (Cryotech, Japan) (Nowak et al., 2019).

Достижения и проблемы криоконсервации 
эмбрионов представителей отряда хищных

На домашних кошках, собаках и хорьках были
отработаны протоколы, как программного замо-
раживания (Dresser et al., 1988; Gomez et al., 2003;
Lindeberg et al., 2003; Tsujioka et al., 2008; Pope et al.,
2011), так и витрификации (Piltti et al., 2004;
Hori et al., 2016). Эти протоколы были примене-
ны к диким видам хищных. При этом наибольшее
число работ по криоконсервации эмбрионов сре-
ди представителей отряда Carnivora было выполне-
но на кошачьих (Pope et al., 2012; Amstislavsky et al.,
2012).

Как правило, программное замораживание
при криоконсервации эмбрионов кошачьих ис-
пользуют чаще, чем витрификацию. Имеется
лишь несколько исследований по витрификации
эмбрионов кошачьих, причем все они проведены
на домашней кошке. В одном из недавних иссле-
дований был выявлен высокий уровень апоптоза
после витрификации эмбрионов домашних ко-
шек (Ochota, Nizanski, 2018). Программное замо-
раживание оказалось более щадящим способом
по отношению к кошачьим эмбрионам, чем вит-
рификация, если судить как по развитию эмбри-
онов в культуре in vitro (Pederson et al., 2009), так и
по получению живого потомства (Pope et al.,
2012). Результат получения живого потомства по-
сле витрификации эмбрионов домашней кошки
обычно хуже, чем после программного заморажи-
вания. В исследовании, в котором эмбрионы до-
машней кошки после витрификации и оттаива-
ния были пересажены реципиентам, родилось
лишь пять котят: 6% от общего числа подсажен-
ных эмбрионов. При этом наблюдались ослож-
ненные роды, всем кошкам приходилось делать
кесарево сечение; более того, выжил лишь один
котенок из пяти рожденных (Pope et al., 2012). В
нашем недавнем исследовании не было обнару-
жено статистических различий по частоте разви-
тия in vitro и фрагментации ядер эмбрионов до-
машних кошек после замораживания/оттаивания
и витрификации/отогрева (Mokrousova et al.,
2020b). При сравнении же программного замора-
живания и витрификации по отношению к эм-
брионам собаки, выяснилось, что, напротив, вит-
рификация оказалась предпочтительнее, в связи
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с тем, что только после витрификации удалось
получить живое потомство (Hori et al., 2016).

По отношению к куньим (Mustelidae) прямого
сравнения витрификации и программного замо-
раживания в рамках одного исследования не про-
водилось. Между тем, удалось успешно криокон-
сервировать эмбрионы домашнего хорька (Mustela
putorius furo) при применении обоих этих спосо-
бов и получить живое потомство как после про-
граммного замораживания (Lindeberg et al., 2003),
так и после витрификации (Piltti et al., 2004; Sun
et al., 2008).

До настоящего времени все случаи успешного
применения криоконсервации эмбрионов диких
представителей отряда Carnivora были отмечены
исключительно на кошачьих (табл. 4). Так с ис-
пользованием смеси пропиленгликоля и сахаро-
зы в качестве криопротекторов удалось криокон-
сервировать дробящиеся эмбрионы африканской
дикой кошки (Felis silvestris lybica), а после оттаи-
вания и эмбриотрансфера от одной из кошек-ре-
ципиентов получить живого котенка (Pope, 2000).
Та же самая смесь криопротекторов и сходный
протокол замораживания были использованы для
криоконсервации морул каракала (Caracal cara-
cal); после эмбриотрансфера взятых из криобанка
эмбрионов родились три нормальных котенка

(Pope et al., 2006). Аналогичным способом были
успешно заморожены двухклеточные эмбрионы
черноногой кошки (Felis nigripes), при этом уда-
лось получить от одной кошки-реципиента двух
живых котят (Pope et al., 2012). Для криоконсерва-
ции бластоцист оцелота (Leopardus pardalis mitis) в
качестве криопротектора использовали этилен-
гликоль; после оттаивания и эмбриотрансфера
было получено три котенка (Conforti et al., 2008).

Таким образом, практически все успешные
исследования по криоконсервации эмбрионов
диких видов кошачьих выполнены путем про-
граммного замораживания. Исключение состав-
ляет только амурский тигр (Panthera tigris altaica);
в данном случае эффективной процедурой крио-
консервации оказалась витрификация, а про-
граммное замораживание оказалось не эффек-
тивным (Crichton et al., 2003). Однако живое
потомство после этих процедур получено не бы-
ло, что не позволяет полностью оценить потен-
циал применения витрификации по отношению
к эмбрионам кошачьих.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Различные представители отряда хищных на-

ходятся под угрозой исчезновения или являются
уязвимыми. Репродуктивные технологии, на-

Таблица 4. Криоконсервация преимплантационных эмбрионов диких представителей отряда хищных (Carnivora)

1 После отогрева и культивирования in vitro (число развивающихся эмбрионов/общее число эмбрионов в эксперименте по
культивированию); 2 доля котят от общего числа трансплантированных эмбрионов (число котят/число эмбрионов); 3 с ис-
пользованием классической схемы с модификацией; 4 с использованием OPS (open pulled straw) в качестве метода витрифи-
кации; 5 преимплантационные эмбрионы трансплантировали животным реципиентам после отогрева и культивирования in
vitro; 6 преимплантационные эмбрионы трансплантировали животным реципиентам сразу после их отогрева, минуя процесс
их культивирования in vitro.

Вид животного Крио-
протекторы Стадия Тип крио-

консервации
% 

развития1

% 
беременных 

самок

% 
рождения2

Ссылка на 
исследование

Семейство кошачьих (Felidae)
Африканская 
дикая кошка 
(Felis silvestris 
lybica)

10% ПГ и 
0.125 М саха-
розы

Дробле-
ния

Программное 
замораживание3

– 14.3 (1/7) 1.8 (1/55)5 Pope, 2000

Амурский тигр 
(Panthera tigris 
altaica)

16.5% ЭГ, 
16.5% ДМСО и 
0.5 М сахарозы

2-кл и 
4-кл

Витрификация4 46 (32/70) – – Crichton et al., 
2003

Каракал (Cara-
cal caracal)

10% ПГ и 
0.125 М сахарозы

Морулы Программное 
замораживание3

– 33.3 (3/9) 2.8 (3/109)5 Pope et al., 
2006

Оцелот (Leopar-
dus pardalis 
mitis)

10% ЭГ Бластоци-
сты

Программное 
замораживание3

– 33.3 (3/9) 12.5 (3/24)6 Conforti et al., 
2008

Черноногая 
кошка (Felis 
nigripes)

10% ПГ и
0.125 М сахарозы

2-кл Программное 
замораживание3

– 50 (1/2) 14.3 (2/14)5 Pope et al., 
2012
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правленные на сохранение генетического разно-
образия диких видов этого отряда, применялись,
чаще всего, по отношению к кошачьим, псовым,
куньим и медвежьим. Лишь на кошачьих успеш-
но применяли криоконсервацию в отношении
как эмбрионов, так сперматозоидов и ооцитов
диких видов этого семейства. В отношении диких
представителей семейства псовых криоконсерва-
цию успешно применяли по отношению к спер-
матозоидам и ооцитам. Что касается диких видов
медвежьих и куньих, то в отношении этих се-
мейств криоконсервацию применяли лишь на
сперматозоидах. В целом, эффективность крио-
консервации гамет и эмбрионов хищных ниже,
чем для большинства лабораторных и сельскохо-
зяйственных видов животных. Для многих видов
хищных протоколы криоконсервации репродук-
тивных клеток, на сегодняшний день, вообще от-
сутствуют.

Электроэякуляция, на сегодняшний день, яв-
ляется наиболее универсальным приемом полу-
чения семени у диких представителей отряда
хищных. Между тем объем эякулята, концентра-
ции сперматозоидов, процент тератоспермии мо-
жет существенно отличаться у разных видов даже
в пределах одного семейства. Соответственно,
используют разные подходы, в случае если семе-
ни достаточно много, применяют ИО, если име-
ется ограниченное число сперматозоидов, то ис-
пользуют классическое ЭКО, либо осуществляют
ИКСИ, если качество мужских гамет плохое или
сперматозоидов очень мало.

В настоящее время не существует единого про-
токола криоконсервации или универсальной
криопротекторной смеси, которая могла бы поз-
волить одинаково успешно замораживать репро-
дуктивные клетки всех видов хищных вне зависи-
мости от принадлежности к тому или иному семей-
ству. Анализ опубликованных работ позволяет
сделать заключение о том, что внутри отряда хищ-
ных существуют межвидовые различия, которые
могут повлиять на эффективность криоконсерва-
ции гамет и преимплантационных эмбрионов.
Наличие доместицированных видов, как в случае
кошачьих, псовых и куньих существенно облег-
чает подбор наиболее эффективных репродук-
тивных технологий и создание криобанка генети-
ческих ресурсов для диких видов этих семейств.

Наибольший прогресс среди диких видов
хищных достигнут в области криоконсервации
сперматозоидов, о чем свидетельствует большое
число опубликованных статей. Гораздо меньше
успешных работ по криоконсервации преим-
плантационных эмбрионов диких видов хищных,
причем, даже в случае успеха, эти работы, как
правило, были выполнены лишь единожды. Что
касается ооцитов, то, на сегодняшний день,

успешных работ по их криоконсервации у хищ-
ных лишь единицы. Одной из важных причин
этого состоит в том, что клетки преимплантаци-
онных эмбрионов и ооцитов всех видов отряда
хищных имеют повышенное содержание внутри-
клеточных липидов, что усложняет процесс их
успешной криоконсервации. Роль внутриклеточ-
ных липидов в развитии ооцитов и эмбрионов ак-
тивно изучают на разных моделях. Между тем,
необходимы дополнительные эксперименты для
понимания роли внутриклеточных липидов в ходе
криоконсервации ооцитов и эмбрионов хищных.

В целом, можно заключить, что благодаря про-
грессу репродуктивных технологий, их примене-
ние является перспективным подходом к сохра-
нению генетических ресурсов и решения репро-
дуктивных проблем некоторых представителей
отряда Carnivora. Криоконсервация сперматозо-
идов уже на сегодняшний день применяется в
программах, направленных на сохранение неко-
торых уязвимых и исчезающих видов хищных и
восполнение генетического разнообразия суще-
ствующих популяций ex situ. Между тем, требуют-
ся дополнительные эксперименты на доступных
экспериментальных моделях, в частности, на до-
машней кошке, собаке и хорьке, направленные
на разработку эффективных протоколов крио-
консервации ооцитов и преимплантационных
эмбрионов диких видов хищных.
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Application of the Cryobank Concept to Wild and Endangered Carnivora Species
S. Ya. Amstislavsky1, *, V. I. Mokrousova1, S. V. Okotrub1, 2,

E. Yu. Brusentsev1, and V. A. Naprimerov1, 3

1Institute of Cytology and Genetics SB RAS, prosp. Lavrenteva 10, Novosibirsk, 630090 Russia
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The main achievements and problems of gametes and preimplantation embryos cryobanking for vulnerable
and endangered Carnivora species are described. In particular, cryopreservation of Carnivora species oocytes
and embryos is complicated by the abundance of lipid droplets. The review focuses on Felidae, Canidae,
Mustelidae and Ursidae because valuable experience has been gained in the application of modern achieve-
ments in reproductive biology for these families aiming to preserve the genetic resources of nondomesticated
species, including endangered ones. For comparison, basic studies are presented on domesticated members
of these families: the cat, the dog and the domestic ferret. The specific reproductive biological features, which
characterize these families, were taken into account.

Keywords: endangered species, felids, canids, mustelids, ursids, spermatozoa, oocytes, preimplantation em-
bryos, genetic resources, cryopreservation
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