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Выявлено, что высокодисперсный кремнезем (ВДК) индуцирует капацитацию 
сперматозоидов быков. В механизм реализации его действия вовлечены микрофиламенты и 
протеинкиназа А, о чем свидетельствует снижение количества капацитированных клеток 
при обработке спермиев ингибитором полимеризации микрофиламентов цитохалазином Д и 
ингибитором протеинкиназы А Н-89. 
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It was revealed that the highly disperse silica (HDS) induces capacitation bull sperm. 
Microfilaments and protein kinase A are involved in the implementation of the mechanism of its 
action. Decrease the number of capacitated sperm after the treatment it by inhibitor of 
polymerization microfilament cytochalasin D and inhibitor of protein kinase A H-89 shows this. 

Key words: sperm, capacitation, acrosome reaction, microfilaments, cytochalasin D, 
protein kinase A, H-89, intracellular stores of calcium 

Методики криоконсервации мужских гамет до сих пор нуждаются в 
совершенствовании: процент клеток, погибающих в процессе этой процедуры, по-прежнему 
велик. На сегодняшний день существует множество вариантов сред для заморозки мужских 
гамет, различных криопротекторов, повышающих жизнеспособность сперматозоидов после 
криоконсервации. Одним из способов оптимизации криосред, как выяснили наши 
украинские коллеги [1, 7], является введение в них высокодисперсного кремнезема (ВДК). 
При добавлении ВДК к среде для криоконсервации сперматозоидов быков, после 
размораживания наблюдается повышение подвижности спермиев, увеличение показателей 
жизнеспособности клеток и стабилизация их мембран [1]. Механизмы реализации действия 
ВДК на замораживаемые мужские гаметы до конца не ясны.  

Капацитация – сложный биохимический процесс, происходящий в сперматозоидах 
после эякуляции и необходимый для успешного оплодотворения. Она включает в себя: 
изменения в составе и текучести мембраны [2], увеличение концентрации цитоплазматичес-
кого кальция [3], рост цитоплазматического рН [4], активацию ионных каналов [5] и 
образование активных форм кислорода [6]. Ключевую роль в индукции капацитации 
сперматозоидов быков играет кальциевая сигнализация [3, 9]. Настоящее исследование 
направлено на идентификацию путей перемещения кальция в спермиях быков при 
капацитации после обработки гамет высокодисперсным кремнеземом в концентрации 
0,001 %. При выборе концентрации ВДК руководствовались данными, полученными ранее 
С. И. Ковтун и соавт. [7]. 

Материалы и методы исследований. Для работы использовалась свежая сперма, 
полученная за 15 минут до начала эксперимента от быков айрширской и голштинской пород. 
Эксперименты проводили с использованием термостолика во избежание холодового шока 
сперматозоидов. Все реагенты, участвовавшие в работе, произведены фирмой Sigma. В 
экспериментах применяли высокодисперсный кремнезем А-300 (Украина, г. Калуш Ивано-
Франковской обл.) с S уд. = 285 м2/г и предварительной обработкой поверхности при Т=2000 
С в течение 2-ух часов. Спермии отмывали от семенной плазмы двукратным 
центрифугированием при 300 х g в течение 10 минут в среде Sp-TALP, состоящей из: 100 мМ 
NaCl, 3.1 мМ KCl, 25 мМ NaHCO3, 0.3 мМ NaH2PO4, 21.6 мМ Lactate (sodium salt), 0.5 мМ 
CaCl2, 0.4 мМ MgCl2, 10 мМ HEPES, 1 мМ пирувата натрия и 0.1 % поливинилалкоголя 
(молекулярной массой 30000–70000 Да), pH = 7.4. Для инкубирования в среду Sp-TALP 
вместо поливинилалкоголя добавляли бычий сывороточный альбумин (БСА) в концентрации 
6 мг/мл. Для капацитации сперматозоиды инкубировали в течение 4 часов при 38.5 0С, 95 % 
влажности и 5 % СО2. После инкубации из каждого экспериментального образца брали по 
20 мкл суспензии и смешивали с 20 мкл свежеприготовленного раствора хлортетрациклина 
(ХТЦ) в концентрации 750 мкМ. Для окраски клеток раствор ХТЦ готовили на основе среды, 
содержащей 130 мМ NaCl, 5 мМ L-цистеина, 20 мМ Трис (рН = 7.8). Спермии инкубировали 
с ХТЦ в течение 10 мин при 38.5 0С, после чего к ним для фиксации добавляли 10 мкл 25 % 
глутеральдегида в 1мМ растворе Триса (рН=7.8) до конечной концентрации глутеральдегида 
0.1 %. Данная концентрация фиксатора позволяет стабилизировать интенсивность 
флуоресценции в течение 2 часов, не оказывая при этом отрицательного влияния на клетки 
[7]. Далее 15 мкл суспензии смешивали с 15 мкл 0.22 М 1,4-диазобициклооктана, 
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растворенного в смеси глицерол/среда Дюльбекко (9:1, v/v). Затем при комнатной 
температуре 10 мкл суспензии сперматозоидов размещали на предметном стекле (делали по 
2 капли каждого образца), накрывали покровным стеклом, закрепляя его с помощью 
бесцветного лака. Препараты наблюдали под микроскопом Zeiss AXIO Imager.A1 с фазовым 
контрастом и эпифлуоресцентной оптикой (возбуждение при 400-440 нм и излучение при 
470 нм). В каждой группе клетки были классифицированы в соответствии с тремя типами 
окрашивания: с яркой флуоресценцией по всей головке спермия (некапацитированные, 
акросома-интактные сперматозоиды – «контрольные клетки»); свободная от флуоресценции 
полоса в постакросомальном районе (капацитированные, акросома-интактные клетки); 
слабая или отсутствующая флуоресценция всей головки сперматозоида, за исключением 
тонкой, яркой полосы в экваториальном сегменте (капацитированные, акросома-реактивные 
клетки). Достоверность различия сравниваемых средних значений для 4–5 независимых 
экспериментов оценивали с помощью t-критерия Стьюдента. 

Результаты исследований. На рис. 1 отражены данные серии экспериментов, где было 
оценено участие микротрубочек, микрофиламентов, протеинкиназ А и С в стимулированной 
ВДК капацитации сперматозоидов быков, а также в акросомной реакции. 
Для этого использовали соответствующие ингибиторы: нокодазол, цитохалазин Д, Н-89 и Ro 
31–8220. Было выявлено, что в контрольных (необработанных ВДК – столбец 2, 3, 4, 5, 6 на 
рис. 1.а,б,в) клетках воздействие ингибитора полимеризации микротрубочек нокодазола в 
концентрации 10 мкМ, ингибитора полимеризации микрофиламентов цитохалазина Д в 
концентрации 10 мкМ, а также ингибиторов протеинкиназ А и С – Н-89 и Ro 31–8220, в 
концентрации 10 и 5 мкМ, соответственно, не оказывает воздействия на количество 
капацитированных сперматозоидов, тогда как цитохалазин Д и Н-89 продемонстрировали 
явный ингибирующий эффект на стимулированную ВДК капацитацию сперматозоидов 
быков (рис. 1.б). При добавлении нокодазола и Ro 31–8220 такого действия не наблюдалось. 
При использовании нокодазола, цитохалазина Д и Н-89 наблюдалось увеличение доли 
клеток на стадии акросомной реакции в образцах, обработанных ВДК, тогда как Ro 31–8220 
не оказал влияния на количество акросомареактивных сперматозоидов (рис. 1, в). 
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Рис. 1. Влияние ингибиторов полимеризации микрофиламентов и микротрубочек, протеинкиназы 
А и С на стимулированную высокодисперсным кремнеземом капацитацию сперматозоидов быков. По 
горизонтали – 1 – контроль на 0 часов; 2 – контроль через 4 часа инкубации; 3 – контроль совместно 
ингибитором полимеризации микрофиламентов цитохалазином Д (инкубация 4 часа); 4 – контроль 
совместно ингибитором полимеризации микротрубочек нокодазолом (инкубация 4 часа); 5 – контроль 
совместно ингибитором протеинкиназы А Н-89 (инкубация 4 часа); 6 – контроль совместно ингибитором 
протеинкиназы С Ro 31-8220 (инкубация 4 часа); 7 – действие ВДК в концентрации 0,001 %; 8 – 
совместное действие ВДК и цитохалазина Д; 9 – совместное действие ВДК и нокодазола; 10 – совместное 
действие ВДК и Н-89; 11 – совместное действие ВДК и Ro 31-8220. По вертикали – процентное 
содержание сперматозоидов. В каждом эксперименте оценивалось 800-1000 клеток каждого образца. 
Различия достоверны при: б - P<0.05 (7 и 8), P<0.001 (7 и 10), в - P<0.05 (7 и 9), P<0.001 (7 и 8). 

Выводы. Наличие ингибирующего действия цитохалазина Д и Н-89 на капацитацию 
свидетельствует о том, что микрофиламенты и протеинкиназа А принимают непосредст-
венное участие в стимуляции капацитации сперматозоидов быков после воздействия 
высокодисперсным кремнеземом. Данное заключение подтверждается отсутствием такого 
эффекта ингибиторов у необработанных высокодисперсным кремнеземом женских гамет. 
Причина, по которой при добавлении ингибиторов микрофиламентов, микротрубочек и 
протеинкиназы А возросла доля сперматозоидов на стадии акросомной реакции (а не 
контрольных клеток – некапацитированных, акросома-интактных сперматозоидов), не ясна. 
Можно предположить, что при блокировке путей индукции капацитации (микрофиламентов 
и протеинкиназы А) высокодисперсный кремнезем, с меньшим сродством, но все же 
взаимодействует с протеинкиназой С, которая, согласно нашей гипотезе, принимает участие 
в механизме акросомной реакции. Идентификация механизмов, детерминирующих 
стимулирующие эффекты высокодисперсного кремнезема на мужские гаметы, позволит 
интенсифицировать этапы технологии криоконсервации сперматозоидов. 
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