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Метою роботи було з’ясувати вплив додавання наноци-
трату Mn, Zn та Cu до середовища для кріоконсервування 
сперми баранів на кінематичні показники та дихальну ак-
тивність деконсервованих сперміїв. Експеримент прово-
дили на шести клінічно здорових баранах-плідниках породи 
тексель віком 2–4 роки. Після отримання еякуляти баранів 
оцінювали за об’ємом, концентрацією та рухливістю спер-
міїв і ділили на контрольну і дослідні групи. Контрольні 
зразки сперми розбавляли лактозо-жовтково-тріс-цитрато-
гліцериновим середовищем (ЛЖТЦГС). У дослідних зраз-
ках сперми баранів до середовища додавали наноцитрати 
мікроелементів у дозах: Zn і Mn — 2,5, 5,0 та 7,5 мкг/л, 
Cu — 1,25, 2,5, і 3,75 мкг/л. Розріджену сперму фасували 
в соломинки, еквілібрували впродовж 2,5 год і заморожували. 
Після розморожування сперми визначали рухливість, 
морфологічні ушкодження сперміїв, кінематичні параметри 
руху сперміїв (CASA), дихальну та відновну активність 
сперми. Встановлено дозозалежну дію наноцитратів Mn, 
Zn та Cu за додавання їх до ЛЖТЦГС. За додавання нано - 
цитрату Mn і Zn у дозі 5,0 мкг/л до ЛЖТЦГС вірогідно 
(P<0,05–0,01) підвищується активність деконсервованих 
сперміїв баранів, а додавання наноцитрату Cu у зростаючих 
дозах значно знижує активність сперміїв у розмороженій 
спермі баранів. Додавання наноцитрату Mn і Zn в оптималь-
ній дозі 5,0 мкг/л до ЛЖТЦГС вірогідно (P<0,05–0,01) змен-
шує кількість дегенерованих сперміїв та з ушкодженими 
акросомами, а за додавання наноцитрату Cu у зростаючих 
дозах значно збільшуються морфологічні порушення стате-
вих клітин. Додавання наноцитрату Mn і Zn у дозі 5,0 мкг/л 
до ЛЖТЦГС вірогідно (P<0,01–0,001) підвищує кінематичні 
параметри деконсервованих сперміїв баранів, а додавання 
наноцитрату Cu у зростаючих дозах значно знижує показ-
ники руху статевих клітин. За додавання наноцитратів Mn 
і Zn до середовища для кріоконсервування сперми баранів 
підвищується дихальна та інгібується відновна активність 
деконсервованої сперми. Додавання наноцитрату Cu до 
ЛЖТЦГС у зростаючих дозах знижує дихальну та підвищує 
відновну активність розмороженої сперми баранів.
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Вступ

Штучне осіменіння є одним із сучасних методів 
репродуктивної біотехнології, здатним суттєво підви-
щити генетичну цінність та адаптаційні властивості 
овець за постійної наявності кріоконсервованої спер-
ми плідників [23]. У зв’язку з цим, в останні роки кріо-
консервацію сперми баранів розглядають як один 
із методів підвищення продуктивності овець [1]. 

Експериментально встановлено, що технологічний 
процес кріоконсервування сперми провокує ультра-
структурні, біохімічні та функціональні зміни сперма-
тозоїдів [32]. Водночас плазма і акросома спермія 
мають високу кріочутливість, що призводить до збіль-
шення проникності клітинних мембран і виникнення 
порушень рухливості статевих клітин та їхньої мор-
фології [33, 8]. Ушкодження плазматичних мембран 
супроводжується витоком ензимів, зокрема тих, які 
беруть безпосередню участь у процесах запліднення. 
Крім того, руйнуються мітохондрії — основні енерго-
генеруючі органели статевих клітин [30].

З метою забезпечення надійного захисту сперміїв 
від несприятливих чинників за дії наднизьких темпе-
ратур використовують різні синтетичні середовища 
для кріоконсервування, склад яких визначає ефек-
тивність заморожування [41].

Мікроелементи Zn, Mn та Сu відіграють важливу 
роль у регулюванні метаболічних процесів у сперміях, 
оскільки є кофакторами ензимів гліколізу, дихального 
ланцюга мітохондрій та антиоксидантного захисту, 
а також забезпечують енергетичні потреби й утиліза-
цію цитотоксичних метаболітів клітин [27]. Зокрема, 
Цинк входить до активних центрів багатьох ензимів 
гліколізу й пентозофосфатного шляху окиснення глю-
кози, Купрум забезпечує активність ензимів дихаль-
ного ланцюга і протеїназ, а Манган — ензимів циклу 
Кребса. Крім того, вказані мікроелементи входять до 
складу першої ланки ензиматичного антиоксидант-
ного захисту — супероксиддисмутази (СОД), тобто 
є кофакторами ензиму, що перетворює О2

− і гальмує 
утворення активних форм Оксигену (АФО) [5, 19]. 
Встановлено, що СОД у сперміях наявна у трьох гене-
тично зумовлених ізоформах, які містять у каталітич-
ному центрі йони: Mn — мітохондріальній; Zn і Сu — 
цитоплазматичній і екзоцелюлярній [37, 20]. У цих 
дослідженнях доведено, що від активності вказаного 
ензиму та співвідношення його ізозимів, вмісту Купру-
му залежить виживання і, відповідно, запліднювальна 
здатність статевих клітин.

У процесі підготовки еякулятів до кріоконсерву-
вання зменшується концентрація вказаних йонів, що 
призводить до зниження активності ензимів та, як 
наслідок, порушує процес трансформації субстратів 
і ресинтез АТФ. Тому для збереження високих фізіо-
логічних характеристик і запліднювальної здатності 
сперміїв до складу розріджувачів еякулятів додають 
мікроелементи. Проте використання неорганічних 
солей мікроелементів у складі розріджувачів мало-

ефективне, що зумовлено нетривалим їх контактом 
зі статевими клітинами після розрідження сперми, 
низькою проникливістю через мембрани та здатністю 
залучатись у метаболізм [31]. 

Недоліки використання неорганічних солей мікро-
елементів у розріджувачах еякулятів можна усунути 
застосуванням органічних форм металів, зокрема 
наноцитратів, що дозволить забезпечити їх залучення 
в обмінні процеси сперміїв [17, 22]. 

Нещодавно в Україні за допомогою нанотехно-
логії дослідниками отримано надчисті карбоксилати 
основних харчових кислот і біотичих елементів (Zn, 
Mg, S, Mn, Fe, Cu, Co, Mo, Cr, I, Se), що стало осно-
вою для розроблення нового напряму збагачення 
кормових добавок мікроелементами у вигляді ци-
тратів біотичних елементів, одержаних за допомо-
гою аквананотехнології [14, 35]. В Інституті біології 
тварин НААН проведено дослідження із з’ясування 
фізіолого-біохімічних механізмів дії наноаквацитра-
тів мікроелементів в організмі тварин і визначено їх 
токсичні дози, які виявились у 6–8 разів нижчими від 
їхніх мінеральних солей [44, 13]. Також проведено 
експерименти з вивчення впливу додавання нано-
сукцинату Zn, Mn та Cu до розріджувачів сперми 
бугаїв, що допомогло з’ясувати позитивну дію 
нано сукцинату мангану та цинку на якісні параме-
три сперміїв [16, 49]. У зв’язку з наведеним вище, 
доцільно дослідити вплив наносукцинату та нано-
цитрату Mn, Zn та Cu у складі розріджувачів спер-
ми на якісні показники сперміїв баранів. Тому метою  
дослідження було з’ясувати вплив додавання нано-
цитрату Mn, Zn та Cu до середовища для кріоконсер-
вування сперми на кінетичні показники та дихальну 
активність деконсервованих сперміїв баранів.

Матеріали і методи

Дослідження проведено на шести клінічно здоро-
вих баранах породи тексель віком 2–4 роки, які утри-
мували у трьох клітках по два самці у кожній. Сперму 
від баранів отримували за допомогою штучної вагіни 
Minitube і кожний еякулят оцінювали окремо. Свіжо-
отримані еякуляти оцінювали за об’ємом, концентра-
цією сперміїв, загальною кількістю сперміїв у еяку-
ляті, їхньою рухливістю, відсотком сперміїв з прямо-
лінійно-поступальним рухом за загальноприйнятими 
методиками. Кожен еякулят ділили на контрольну 
і дослідні групи. Для розбавлення використовували 
сперму баранів з рухливістю не нижче 8 балів і кон-
центрацією не менше 2,5 млрд/мл. Після оцінювання 
сперму витримували за кімнатної температури 15 хв, 
потім контрольні зразки одномоментно розбавляли 
лактозо-жовтково-тріс-цитрато-гліцериновим середо-
вищем (ЛЖТЦГС) у співвідношенні 1:2–1:3, вливаючи 
середовище у сперму з розрахунком одержати у дозі 
деконсервованої сперми не менше 60–80 млн. спер-
міїв з прямолінійно-поступальним рухом. 
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ЛЖТЦГС готували у два етапи. Спочатку 13 г лак-
този розчиняли в 100 мл дистильованої води за темпе-
ратури 90°C, а після охолодження до 40°C до розчину 
додавали 30 мл яєчного жовтка. Далі суміш ретельно 
перемішували за допомогою магнітної мішалки до 
отримання однорідної суспензії. Потім у 100 мл цієї 
суспензії почергово розчиняли трис (0,6 г), лимонну 
кислоту (0,3 г) і насамкінець додавали 9 мл гліцерину.

У дослідних зразках сперми баранів до ЛЖТЦГС 
додавали наноцитрати мікроелементів у дозах: Zn 
і Mn — 2,5, 5,0 та 7,5 мкг/л, Cu — 1,25, 2,5 і 3,75 мкг/л. 
Наноцитрати Mn, Zn та Cu отримані методом ерозійно-
вибухової аквананотехнології від ТОВ «Нанотехно-
логії та наноматеріали» (м. Київ) [18].

Розбавлену сперму за допомогою спеціального 
обладнання (Minitube, Німеччина) фасували у соло-
минки і охолоджували протягом 2,5 год за температури 
+2…+4°С. Після цього соломинки зі спермою поміщали 
в пари азоту на 30 хв, потім опускали в рідкий азот.  
Після заморожування у кожній серії сперми контролю-
вали рухливість сперміїв. Для цього розморожували 
1–2 соломинки на водяній бані за температури 40–42°С 
впродовж 20 сек. Сперму вважали придатною для збе-
рігання і використання за наявності у ній не менше 40% 
сперміїв з прямолінійно-поступальним рухом. 

Після розморожування визначали рухливість, 
морфологічні порушення, дихальну та відновну ак-
тивність сперміїв. Життєздатність статевих клітин, 
морфологічні порушення та відсоток дегенеративних 
сперміїв визначали комп’ютеризованою системою 
CASA (Computer Assisted Semen Analysis) з активу-
ванням модуля Sperm Vision [48].

Інтенсивність поглинання кисню спермою (нг-
атом О ÷ 0,1 мл сперми × хв) визначали полярографіч-
но з використанням електрода Кларка, вмонтованого 
у термостатовану комірку (38,5°С) об’ємом 1 мл, з авто-
матичною реєстрацією перебігу процесу, а відновну 
здатність — теж потенціометрично (mV/хв × 0,1 мл спер-
ми) за методикою, описаною у довіднику (2012) [45]. 

Для всіх зразків обчислювали середнє арифметич-
не значення і середньоквадратичну помилку (M±m). 
Отриманий цифровий матеріал статистично опра-
цьовували із застосуванням пакету програм Microsoft 
Office Excel 2010. 

Результати 

Експериментально встановлено, що дія нано-
цитратів мікроелементів у складі середовища для 
кріоконсервування сперми на якісні показники декон-
сервованої сперми баранів значно залежала від дози 
елемента. Додавання наноцитрату Mn у дозі 2,5 мкг/л 
підвищило активність деконсервованих сперміїв ба-
ранів лише на 5,6% порівняно з контролем (табл. 1). 
Водночас за додавання наноцитрату Mn у дозі 5,0 мкг/л 
активність сперміїв підвищилася на 22,2% (P<0,05) по-
рівняно з контролем. Подальше збільшення дози нано-

Таблиця 1. Активність та морфологічні порушення сперміїв 
баранів за додавання наноцитрату мікроелементів (n=6, M±m)
Table 1. Activity and morphological disorders of rams’ sperm 
after the addition of trace elements nanocitrate (n=6, M±m)

Наноцитрат 
мікроеле-

мента, доза, 
мкг/л

Micronutrient 
nanocitrate, 
dose, μg/l

Активність 
сперміїв, %

Sperm motility, 
%

Дегенеровані 
спермії, %
Degenerate 
sperm, %

Спермії 
з ушкодженою 
акросомою, %

Sperm with 
damaged acro-

some, %

Mn2+

2,5 47,5±1,12 12,0±1,41 20,5±1,54
5,0 55,0±1,83* 10,3±0,88* 16,5±1,26*
7,5 44,2±1,54 14,2±1,35 21,0±1,24

Zn2+

2,5 50,8±1,54* 12,5±1,12 19,5±0,99*
5,0 56,7±1,67** 9,5±0,67** 15,5±1,26*
7,5 46,7±2,11 12,8±0,79 20,7±1,28

Cu2+

1,25 47,3±2,67 14,5±1,12 20,3±1,67*
2,5 39,2±3,01 19,0±1,24* 27,5±1,26

3,75 35,0±1,83* 18,2±0,65* 28,5±2,24**
Контроль
Control 45,0±1,83 15,0±1,07 23,3±1,54

Примітка. У цій і наступних таблицях * — P<0,05, ** — P<0,01, 
*** — P<0,001 порівняно з контрольною групою.
Note. In this and the following tables * — P<0.05, ** — P<0.01, *** — 
P<0.001 compared with the control group.

цитрату мангану до 7,5 мкг/л призвело до зниження 
активності сперміїв баранів до рівня контролю.

Додавання наноцитрату Mn до середовища для 
кріоконсервування сперми баранів дозозалежно впли-
вало на ушкодження сперміїв після розморожування. 
Якщо у контрольній групі деконсервованої сперми ви-
явлено 13,2% дегенерованих сперміїв та 25,3% спермі-
їв з ушкодженою акросомою, то додавання до ЛЖТЦГС 
наноцитрату Mn у дозі 2,5 мкг/л знизило відсоток деге-
нерованих сперміїв у розмороженій спермі на 20,0%, 
а в дозі 5,0 мкг/л — на 31,4% (P<0,05) порівняно з кон-
тролем. Вища доза наноцитрату мангану (7,5 мкг/л) 
знизила відсоток денерованих сперміїв лише на 5,3%.

Подібні зміни встановлено і за кількістю сперміїв 
з ушкодженою акросомою у деконсервованій спермі 
баранів. Додавання до середовища для кріоконсерву-
вання сперми баранів 2,5 мкг/л наноцитрату Mn знизило 
відсоток сперміїв з ушкодженою акросомою на 12,0%, 
збільшення дози елемента до 5,0 мкг/л призвело до зни-
ження кількості сперміїв з ушкодженою акросомою на 
29,2% (P<0,05) порівняно з контролем. Подальше збіль-
шення дози наноцитрату Mn до 7,5 мкг/л знизило ушко-
дження акросом лише на 9,9% порівняно з контролем.

Більш виражені зміни активності та морфологічних 
порушень розморожених сперміїв баранів встановлено 
і за додавання наноцитрату цинку до ЛЖТЦГС (табл. 1). 
Зокрема, активність сперміїв за додавання 2,5, 5,0 
і 7,5 мкг/л наноцитрату Zn зросла, відповідно, на 12,9% 
(P<0,05), 26,0% (P<0,01) та 3,8% порівняно з контро лем.  
Водночас відсоток сперміїв дегенеративних та з ушко-
дженням акросоми у деконсервованій спермі бара-
нів суттєво знижувалися за додавання наноцитрату 
цинку до середовища для кріоконсервування. За до-
давання 2,5, 5,0 і 7,5 мкг/л наноцитрату Zn відсоток 
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Таблиця 4. Кінематичні показники деконсервованих сперміїв (CASA) 
баранів за додавання наноцитрату купруму, мкм/с (n=6, M±m)
Table 4. Kinematic parameters of thawed spermatozoa (CASA) 
of rams after the addition of cuprum nanocitrate, µm/s (n=6, M±m)

Показник
Parameter

Доза наноцитрату купруму, мкг/л
Dose of cuprum nanocitrate, μg/l Контроль

Control
1,25 2,5 3,75

VCL 142,2±4,26 135,5±5,95 124,2±4,37** 138,5±4,27
VAP 69,2±2,12* 60,2±2,15 51,3±1,71** 64,5±2,81
VSL 54,0±2,27 46,3±3,58** 40,2±3,15** 54,2±2,04
LIN, % 38,1±1,63 34,3±2,65* 32,5±2,45* 39,2±1,58
STR, % 78,2±3,11 77,1±5,88 78,2±5,24 84,4±3,11
WOB, % 52,5 ±1,02 52,9±2,26 47,9±2,64 46,8±2,37

Таблиця 2. Кінематичні показники деконсервованих сперміїв (CASA) 
баранів за додавання наноцитрату мангану, мкм/с (n=6, M±m)
Table 2. Kinematic parameters of thawed spermatozoa (CASA) 
of rams after the addition of manganese nanocitrate, µm/s (n=6, M±m)

Показник
Parameter

Доза наноцитрату мангану, мкг/л
Dose of manganese nanocitrate, μg/l Контроль

Control
2,5 5,0 7,5

VCL 149,8±4,54** 157,8±4,41** 145,2,8±2,37 138,5±4,27
VAP 74,2±2,12** 80,5±2,01** 64,2±2,39 64,5±2,81
VSL 62,5±1,57** 71,2±2,89*** 58,3±2,95 54,2±2,04
LIN, % 41,9±1,39 51,1±1,25*** 44,6±2,72 39,2±1,58
STR, % 84,4±2,12 88,5±3,45 91,0±3,68* 84,4±3,11
WOB, % 49,7±2,03 51,1±1,25* 44,6±2,72 46,8±2,37

Таблиця 3. Кінематичні показники деконсервованих сперміїв (CASA) 
баранів за додавання наноцитрату цинку, мкм/с (n=6, M±m)
Table 3. Kinematic parameters of thawed spermatozoa (CASA) 
of rams after the addition of zinc nanocitrate, µm/s (n=6, M±m)

Показник
Parameter

Доза наноцитрату цинку, мкг/л
Dose of zinc nanocitrate, μg/l Контроль

Control
2,5 5,0 7,5

VCL 150,2±4,67 162,5±5,95** 145,5±4,40 138,5±4,27
VAP 74,3±2,12** 80,2±1,92** 65,7±1,82 64,5±2,81
VSL 64,7±2,11*** 71,7±3,58*** 58,5 ±2,55 54,2±2,04
LIN, % 43,1±1,27 44,5±2,84 40,3±1,86 39,2±1,58
STR, % 87,2±3,08 89,2±3,81 89,1±2,79 84,4±3,11
WOB, % 49,6±1,21 49,6±1,73 45,4±2,04 46,8±2,37

дегенерованих сперміїв зменшився, відповідно, на 
16,7%, 36,7% (P<0,01) та 14,7% порівняно з контролем. 
Аналогічно, додавання наноцитрату цинку до ЛЖТЦГС 
у дозах 2,5, 5,0 і 7,5 мкг/л знизив відсоток сперміїв бара-
нів з ушкодженою акросомою на 16,3% (P<0,05), 33,5% 
(P<0,05) та 11,2% відповідно порівняно з контролем.

Додавання наноцитрату купруму до середовища 
для кріоконсервування сперми баранів спричиняло 
дещо інші зміни активності та морфологічних пору-
шень сперміїв (табл. 1). Зокрема, зі збільшенням дози 
наноцитрату Cu активність сперміїв у деконсервованій 
спермі баранів знижувалася. Додавання 1,25 мкг/л нано- 
цитрату купруму призвело до підвищення активності 
сперміїв у розмороженій спермі на 5,1%. Подальше 
підвищення дози наноцитрату Cu до 2,5 та 3,75 мкг/л 
спричинило зниження активності сперміїв баранів, 
відповідно, на 12,9 та 35,0% (P<0,05) порівняно з кон-
тролем. Водночас зі збільшенням дози наноцитрату 
купруму збільшується кількість морфологічних по-
рушень статевих клітин — додавання 2,5 і 3,75 мкг/л 
наноцитрату Cu збільшило відсоток дегенерованих 
сперміїв у деконсервованій спермі баранів, відповідно, 
на 26,7% (P<0,05) та 21,3% (P<0,05) порівняно з кон-
тролем. Додавання наноцитрату купруму у найнижчій 
дозі 1,25 мкг/л призвело до незначного зменшення 
кількості дегенерованих сперміїв — на 3,4% порівняно 
з контролем. Аналогічно, відсоток сперміїв з ушкоджен-
ням акросоми за додавання 1,25 мкг/л наноцитрату 
Cu знизився на 12,9%, а за вищих доз 2,5 і 3,75 мкг/л 
наноцитрату купруму — навпаки, підвищився на 18,0 
і 22,3% (P<0,01) відповідно порівняно з контролем.

Примітка. У табл. 2–4 VCL — швидкість спермія 
при криволінійному русі, VAP — швидкість просування 
головки спермія по середній траєкторії руху,  
VSL  — швидкість прямолінійного руху головки спермія  
уздовж прямого відрізка між початковою і кінцевою точками 
траєкторії, LIN — ступінь лінійності сперміїв,  
STR — cтупінь прямолінійності руху сперміїв,  
WOB — ступінь відхилення руху сперміїв.
Note. In tables 2–4 VCL means sperm velocity  
during curvilinear movement, VAP — sperm head  
advancement velocity along the average trajectory,  
VSL  — rectilinear movement velocity of the sperm head  
along the straight line between the trajectory initial and final points, 
LIN — sperm linearity level, STR — sperm movement  
rectilinearity level, WOB — sperm movement deviation level.

Дослідженням рухливості сперміїв комп’ютеризо-
ваною системою CASA встановлено зміни кінематич-
них показників сперміїв за використання наноцитратів 
Mn, Zn і Cu у складі середовища для кріоконсерву-
вання сперми баранів. Зокрема, додавання 2,5 мкг/л 
наноцитрату мангану підвищило швидкість спермія 
при криволінійному русі (VCL) на 8,2% (P<0,01), 
швидкість просування головки спермія по середній 
траєкторії руху (VAP) — на 15,0% (P<0,01), а швид-
кість прямолінійного руху головки спермія уздовж 
прямого відрізка між початковою і кінцевою точками 
траєкторії (VSL) — на 15,3% (P<0,01) (табл. 2). 

Збільшення дози наноцитрату Mn до 5,0 мкг/л 
забезпечило найбільше зростання кінематичних по-
казників деконсервованих сперміїв: VCL — на 13,9% 
(P<0,01), VAP — на 24,8% (P<0,01) і VSL — на 31,4% 
(P<0,001) порівняно з контролем. За додавання до 
ЛЖТЦГС наноцитрату Mn у найвищій дозі 7,5 мкг/л 
зростання кінетичних показників розморожених спер-
міїв баранів було незначним: VCL — на 4,8%, VAP — 
на 0,5% і VSL — на 7,6% порівняно з контролем.

Вищі значення динамічних показників сперміїв ба-
ранів за дії наноцитрату Mn призвели до підвищення 
коефіцієнтів їхнього руху, проте абсолютні їх значен-
ня були незначними. Зокрема, ступінь лінійності (LIN) 
сперміїв баранів за додавання наноцитрату мангану 
у дозах 2,5, 5,0 та 7,5 мкг/л мав вищі значення від кон-
тролю, відповідно, на 6,9%, 30,4 (P<0,001) та 13,8%. 
Зростання ступеня відхилення (WOB) руху декон-
сервованих сперміїв баранів було незначним — від-
повідно, на 3,5%, 4,1 та 4,2% порівняно з контролем. 
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Таблиця 5. Дихальна і відновна активність розмороженої сперми 
баранів за додавання наноцитратів мікроелементів (n=6, M±m)
Table 5. Oxidation and reduction activity of thawed ram sperm 
after the addition of nanocitrates of trace elements (n=6, M±m)

Наноцитрат 
мікроелемента, 

доза, мкг/л
Micronutrient nano-
citrate, dose, μg/l

Дихальна активність,
нг-атом О2/0,1 мл×хв
Oxidation processes, 
ng-atom O2/0.1 ml×min

Відновна активність, 
mV/0,1 мл×хв

Reduction processes, 
mV/0.1 ml×min

Mn2+

2,5 2,30±0,13 0,18±0,012
5,0 2,60±0,11* 0,16±0,009*
7,5 2,40±0,12 0,20±0,012

Zn2+

2,5 2,38±0,12 0,19±0,009
5,0 2,93±0,13* 0,15±0,014*
7,5 2,50±0,14 0,18±0,011

Cu2+

1,25 2,42±0,11 0,19 ±0,010
2,5 2,03±0,13 0,23±0,02*

3,75 1,80±0,13* 0,38±0,024***
Контроль
Control 2,20±0,15 0,20±0,013

Ступінь прямолінійності руху сперміїв баранів (STR) за 
додавання 2,5 і 5,0 мкг/л наноцитрату Mn був вищий, 
відповідно, на 4,9 та 7,8% порівняно з контролем, а за 
дози 7,5 мкг/л мав аналогічне значення з контролем.

Таку ж закономірність встановлено і за додавання 
наноцитрату Zn до середовища для кріоконсерву-
вання сперми баранів. Зокрема, додавання 2,5 мкг/л 
наноцитрату цинку спричинило зростання кінема-
тичних показників розморожених сперміїв: VCL — на 
8,3%, VAP — на 13,8% (P<0,01) та VSL — на 19,4% 
(P<0,001) порівняно з контролем (табл. 3). 

Найбільшу різницю кінетичних показників спер-
міїв баранів дослідних груп порівняно з контролем 
встановлено за додавання 5,0 мкг/л наноцитрату Zn: 
VCL — на 17,3% (P<0,01), VAP — на 24,3% (P<0,01) 
та VSL — на 32,3% (P<0,001). Збільшення дози нано-
цитрату цинку до 7,5 мкг/л спричинило зниження кіне-
тичних показників сперміїв у деконсервованій спермі 
баранів. Значення криволінійної швидкості (VCL), 
середньої швидкості (VAP) та прямолінійної швид-
кості (VSL) руху сперміїв баранів були вищими від 
контролю, відповідно, на 5,1%, 1,9 та 7,9%. 

Зростання кінематичних показників руху деконсер-
вованих сперміїв баранів під впливом наноцитрату 
Zn спричинило збільшення коефіцієнтів рухливості. 
Зокрема, ступінь лінійності (LIN) сперміїв баранів 
за додавання наноцитрату цинку у дозах 2,5, 5,0 та 
7,5 мкг/л був вищим від контролю на 9,9%, 13,5% 
та 2,8% відповідно.

Зростання ступеня прямолінійності руху сперміїв 
баранів (STR) було незначним — відповідно, на 3,3%, 
5,7 та 5,6% порівняно з контролем. Аналогічно, сту-
пінь відхилення (WOB) руху деконсервованих спер-
міїв баранів за додавання 2,5, 5,0 і 7,5 мкг/л нано-
цитрату Zn був вищим на 6,0%, 6,0 і 3,0% відповідно 
порівняно з контролем.

Додавання наноцитрату Cu до ЛЖТЦГС призвело 
до інших змін динамічних показників сперміїв бара-
нів після розморожування. За додавання 2,5 мкг/л 
наноцитрату купруму кінетичні показники сперміїв 
були на рівні контролю або дещо його перевищували: 
VCL і VAP були вищими, відповідно, на 2,7 і 10,3% 
(P<0,05), а VSL майже не відрізнявся від контрольного 
значення (табл. 4). 

Додавання вищих доз наноцитрату Cu призвело 
до зниження динамічних параметрів сперміїв бара-
нів після деконсервування. За додавання 2,5 мкг/л 
наноцитрату купруму показники руху сперміїв VCL, 
VAP і VSL були нижчими від контролю на 2,2%, 6,7 
та 14,6% відповідно (P<0,01). Подальше збільшен-
ня дози наноцитрату Cu до 3,75 мкг/л призвело до 
вірогідного зниження всіх досліджуваних параме-
трів руху сперміїв: VCL, VAP і VSL — відповідно, 
на 10,3%, 20,5 та 25,8% (P<0,01–0,001).

Зменшення значень кінетичних параметрів де-
консервованих сперміїв під впливом наноцитрату 
Cu спричинило зниження коефіцієнтів рухливості. 
Ступінь лінійності (LIN) сперміїв баранів за додавання 

наноцитрату купруму в дозах 1,25, 2,5 та 3,75 мкг/л 
був нижчим від контролю на 2,8%, 12,5% (P<0,05) 
та 17,1% (P<0,05) відповідно.

Зниження ступеня прямолінійності руху сперміїв 
баранів (STR) було дещо меншим — відповідно, на 
7,3%, 8,7 та 7,3% порівняно з контролем. За ступенем 
відхилення (WOB) руху деконсервованих сперміїв 
баранів зменшення становило, порівняно з контролем, 
12,2%, 13,0 та 2,4% відповідно.

У дослідженні інтенсивності споживання кисню 
сперміями встановлено зміни дихальної та відновної 
активності деконсервованої сперми баранів за дода-
вання наноцитрату Mn, Zn і Cu до ЛЖТЦГС. Додавання 
наноцитрату мангану у дозах 2,5 та 7,5 мкг/л призвело 
до незначного зростання дихальної активності сперми 
баранів — відповідно, на 4,5 і 9,1% порівняно з контро-
лем (табл. 5). Водночас за додавання 5 мкг/л нано-
цитрату Mn дихальна активність сперми баранів була  
максимально вищою від контролю — на 18,2% (P<0,05).

Протилежну закономірність спостерігали за віднов-
ною активністю деконсервованої сперми баранів під 
впливом наноцитрату мангану. Зокрема, за додавання 
наноцитрату Mn спостерігали зниження відновної актив-
ності сперми порівняно з контролем: у дозі 2,5 мкг/л — 
на 10,0%, 5,0 мкг/л — 20,0% (P<0,05), а в дозі 7,5 мкг/л 
вона не відрізнялася від контрольного значення.

Подібну тенденцію щодо змін дихальної та віднов-
ної активності розмороженої сперми баранів встанов-
лено і за додавання наноцитрату Zn до середовища 
для кріоконсервування. Додавання 5,0 мкг/л нано-
цитрату цинку спричинило найбільше зростання 
дихальної активності сперми — на 33,2% (P<0,001) 
з одно часним зниженням відновної активності на 
25,0% (P<0,05) порівняно з контролем. За додавання 
наноцитрату Zn у дозах 2,5 та 7,5 мкг/л встановлено 
підвищення дихальної активності сперми баранів, 
відповідно, на 8,2% та 13,6% і зниження відновної 
активності, відповідно, на 5,0% та 10,0%.
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Додавання наноцитрату Cu до ЛЖТЦГС спричи-
нило дещо інші зміни споживання кисню у деконсер-
вованій спермі баранів — збільшення дози знижує 
дихальну активність та підвищує відновну активність. 
Зокрема, за додавання 1,25 мкг/л наноцитрату купру-
му дихальна активність сперми баранів була вищою 
на 10,0%, а відновна активність — нижчою на 5,0%, 
ніж контрольні значення. Додавання 2,5 мкг/л нано-
цитрату Cu призводить до зниження дихальної та 
підвищення відновної активності розмороженої спер-
ми баранів, відповідно, на 7,7% та 50,0% (P<0,01), 
а в дозі 3,75 мкг/л дихальна активність була меншою 
на 18,2% (P<0,01), а відновна активність — більшою 
на 90,0% (P<0,001) порівняно з контролем.

Обговорення

Використання заморожено-відталої сперми бара-
нів має важливе значення в сучасних методах роз-
множення овець, тому кріоконсервування є важливим 
інструментом для репродуктивних технологій [2]. Відомо, 
що розріджувачі, методи розведення-охолодження- 
заморожування та розморожування відіграють важли-
ву роль в успіху кріоконсервації сперми баранів [40]. 
Для підтримання високих фізіологічних характеристик 
сперміїв до складу розріджувачів еякулятів додають 
мікроелементи. Водночас літературні дані вказують 
на негативний вплив надлишку мікроелементів на 
фізіологічні характеристики і запліднювальну здатність 
сперміїв [34, 46]. За надмірної кількості окремих еле-
ментів можливе порушення функцій мітохондрій, що 
призводить до зниження фізіологічних характеристик 
і запліднювальної здатності сперміїв [24]. 

З огляду на вказане вище, багато авторів прово-
дять дослідження з впливу на якість сперміїв ссавців 
металів у вигляді нанорозмірних форм або наночасти-
нок [6, 15, 12]. Нещодавно в Україні розроблено нову 
технологію одержання нанокарбоксилатів макро- і мікро-
елементів, зокрема наносукцинату та наноцитрату 
мангану, цинку та купруму [3, 11, 18]. У дослідженнях 
з використанням сперми бугаїв встановлено ефектив-
ність середовища для кріоконсервування сперми 
бугаїв-плідників з додаванням до складу наносукцина-
ту Mn, Zn і Cu, а також визначено їх оптимальні дози, 
здатні позитивно впливати на рухливість, виживання 
та запліднювальну здатність сперміїв [49, 16].

Зважаючи на вищезазначене, ми провели експери-
мент з вивчення впливу додавання наноцитрату Mn, 
Zn і Cu до складу середовища для кріоконсервування 
сперми баранів на кінематичні показники та дихальну 
активність деконсервованих сперміїв. Експеримен-
тально з’ясовано, що додавання наноцитрату Mn і Zn 
в оптимальній дозі 5,0 мкг/л до ЛЖТЦГС вірогідно 
підвищує активність розморожених сперміїв баранів, 
а також знижує відсоток сперміїв з морфологічними 
порушеннями. Натомість додавання наноцитрату Cu 
у зростаючих дозах значно знижує активність сперміїв 

у розмороженій спермі баранів, одночасно підвищую-
чи відсоток дегенеративних сперміїв та ушкодження 
акросом. Це підтверджує дослідження T. Leahy et al., 
у яких встановлено, що надлишок Сu2+ в розрідже-
ній спермі барана спричиняє аглютинацію сперміїв 
внаслідок окиснення вільних сульфгідрильних груп 
до дисульфідних [21].

Рухливість сперміїв є важливим компонентом ре-
продуктивної здатності самців, оскільки вона є важли-
вою для міграції в статевому тракті та взаємодії гамет 
для запліднення [28]. Саме здатність чоловічих клітин 
активно рухатись дозволяє їм подолати анатомо-фізіо-
логічні бар’єри жіночих статевих органів і запліднити 
яйцеклітину [39]. Оцінка рухливості сперміїв традицій-
ним мікроскопічним методом є досить суб’єктивною 
[36] і не завжди корелює зі здатністю до запліднен-
ня [29]. Розроблений наприкінці XX ст. комп’ютерний 
аналіз сперміїв (CASA — Computer Assisted Sperm 
Analysis) дозволив отримати об’єктивний і точний 
підхід до оцінки рухливості статевих клітин. Техно-
логія комп’ютерного аналізу сперми (CASA) точно 
й об’єктивно вимірює рухливість сперміїв за допомо-
гою двовимірного відстеження руху головки сперми, 
що робить її популярним методом перевірки якості 
сперми в лабораторіях племінних центрів [42].

Дослідження взаємозв’язку між параметрами руху 
сперміїв, отриманими за допомогою системи CASA, 
і репродуктивною здатністю проводили у багатьох ви-
дів, зокрема баранів [47]. Кореляція між аналізом рух-
ливості CASA та запліднювальною здатністю сперміїв 
на баранах досліджена менше, порівняно з іншими 
видами тварин, і має різні результати. О’Meara et al. 
повідомили [25] про відсутність зв’язку між аналізом 
CASA сперміїв барана та репродуктивною здатністю 
статевих клітин. Проте більшість авторів вказують 
на значну кореляцію параметрів рухливості CASA (зо-
крема відсоток рухомих сперміїв, VAP, VCL), а також 
зміни цих параметрів впродовж 6 год інкубації з репро-
дуктивною здатністю статевих клітин [38, 4, 43].

У нашому експерименті додавання наноцитрату 
Mn і Zn у дозі 5,0 мкг/л до середовища для замо-
рожування сперми баранів вірогідно підвищувало 
кінематичні показники сперміїв VCL, VAP, VSL після 
деконсервування, збільшуючи водночас коефіцієнти 
рухливості LIN, STR і WOB. Додавання ж наноцитрату 
Cu у зростаючих дозах значно знижувало динамічні 
параметри сперміїв у розмороженій спермі баранів, 
одночасно знижуючи коефіцієнти рухливості. 

Оскільки технологія CASA забезпечує об’єктивну 
оцінку рухливості сперміїв, а багато параметрів рухли-
вості, які вона вимірює, за численними літературними 
даними пов’язані з високою фертильністю в баранів, 
то можна стверджувати, що додавання наноцитрату 
Mn і Zn у дозі 5,0 мкг/л до ЛЖТЦГС підвищує репро-
дуктивну здатність статевих клітин баранів.

Для оцінки якості сперми важливо оцінити енерге-
тичний обмін, оскільки рухливість сперміїв залежить 
від наявності енергії. Відомо, що аденозинтрифосфат 
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(АТФ) слугує основним джерелом енергії, що викорис-
товується аксонемальними динеїновими АТФазами 
всередині хвостика спермія для індукції його руху [7]. 
АТФ у сперміях утворюється за допомогою комбінації 
метаболічних шляхів, охоплюючи окисне фосфори-
лювання і цикл Кребса в мітохондріях середньої час-
тини та гліколіз у головній частині джгутика. У процесі 
заморожування сперми виникають кріопошкодження, 
які знижують рухливість сперміїв, що окремі автори 
[26] пояснюють порушенням функції мітохондрій.

Експериментально доведено, що спермії барана 
залежать насамперед від окисного фосфорилювання 
для виробництва АТФ [9, 10]. У зв’язку з цим, важливо 
оцінити стан окисного фосфорилювання у сперміях як 
важливого фактора для оцінки якості сперми баранів 
після кріоконсервування.

У результаті наших досліджень встановлено, що 
додавання наноцитрату Mn і Zn до середовища для 
кріоконсервування сперми баранів підвищує дихаль-
ну та інгібує відновну активність деконсервованої 
сперми з найбільшою вірогідністю за дози обох мікро-
елементів 5,0 мкг/л, що вказує на підвищення актив-
ності сперміїв. Додавання ж наноцитрату Cu проявляє 
протилежну дію на споживання кисню спермою бара-
нів, знижуючи тим самим її якість. Подібні результати 
отримано авторами в експерименті з додаванням 
наносукцинатів Zn, Mn і Cu до лактозо-жовтково-гліце-
ринового середовища для кріоконсервування сперми 
бугаїв-плідників [49], що вказує на відсутність міжвидо-
вої різниці у дії наносполук досліджуваних металів.

Додавання наноцитрату Mn і Zn в оптимальній 
дозі 5,0 мкг/л до середовища для кріоконсервування 
сперми баранів (ЛЖТЦГС) вірогідно (P<0,05–0,01) 
підвищує активність деконсервованих сперміїв, одно-
часно знижуючи морфологічні пошкодження статевих 
клітин, зменшує кількість дегенерованих сперміїв та 
з ушкодженими акросомами, збільшує кінематичні па-
раметри (CASA), а також підвищує дихальну та інгібує 
відновну активність сперміїв. Водночас додавання нано-
цитрату Cu у зростаючих дозах до ЛЖТЦГС знижує 
перелічені вище показники (крім ушкоджень сперміїв), 
підвищує відсоток дегенеративних сперміїв, збільшує 
морфологічні порушення статевих клітин, що вказує на 
негативний вплив наночастинок цього мікроелемента.
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Kinematic parameters and redox state of thawed ram sperm after adding nanocitrate of Mn, Zn, and Cu 
to the medium for cryopreservation
O. M. Sharan
oshaom737@gmail.com

Stepan Gzhytskyi National University of Veterinary Medicine and Biotechnologies of Lviv, 50 Pekarska str., Lviv, 79010, Ukraine

The aim of the work was to find out the effect of adding nanocitrate of Mn, Zn and Cu to the medium for cryopreservation of ram sperm on 
kinematic indicators and respiratory activity of thawed sperm. The experiment was conducted on six clinically healthy breeder rams of the Texel 
breed aged 2–4 years. After receiving the ejaculates of the rams, they were evaluated for the volume, concentration and motility of the sperm 
and were divided into control and experimental groups. Control sperm samples were diluted with lactose-yolk-tris-citrate-glycerol medium 
(LYTCGM). Nanocitrates of trace elements were added to the medium in experimental samples of ram sperm in the following doses: Zn and 
Mn — 2.5, 5.0 and 7.5 μg/l, Cu — 1.25, 2.5 and 3.75 μg/l. Diluted sperm was packaged in straws, equilibrated for 2.5 hours and frozen. 
After thawing of sperm, motility, morphological damage of sperm, kinematic parameters of sperm motility (CASA), oxidation and reduction 
activity of sperm were determined. A dose-dependent effect of Mn, Zn, and Cu nanocitrates upon their addition to LYTCGM was established. 
The addition of Mn and Zn nanocitrate at a dose of 5.0 μg/l to LYTCGM significantly (P<0.05–0.01) increases the activity of thawed ram sperm, 
while the addition of Cu nanocitrate in increasing doses significantly reduces the motility of sperm in thawed ram sperm. Addition of Mn and Zn 
nanocitrate in an optimal dose of 5.0 μg/l to LYTCGM significantly (P<0.05–0.01) reduces the number of spermatozoa degenerated and with 
damaged acrosomes, and with the addition of Cu nanocitrate in increasing doses, morphological disorders of germ cell significantly increase 
cells The addition of Mn and Zn nanocitrate at a dose of 5.0 μg/l to LYTCGM significantly (P<0.01–0.001) increases the kinematic parameters 
of thawed ram sperm, and the addition of Cu nanocitrate in increasing doses significantly reduces the indicators of germ cell motility. The addition 
of Mn and Zn nanocitrates to the medium for cryopreservation of ram sperm increases the oxidation and inhibits the reduction activity of thawed 
sperm. Addition of Cu nanocitrate to LYTCGM in increasing doses reduces the oxidation and increases the reduction activity of thawed ram sperm.
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