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Криоконсервирование репродуктивных клеток самцов рыб — актуальное направление в 
стратегии сохранения генетического биоразнообразия и в аквакультуре. Жизнеспособность крио-
консервированной спермы обычно подтверждают оплодотворением яйцеклеток рыб в лаборатор-
ных условиях, но дальнейших наблюдений за полученной молодью не проводят. В настоящем 
исследовании впервые проанализированы поведенческие реакции предличинок, личинок и молоди 
русского осетра (Acipenser gueldenstaedtii von Brandt & Ratzeburg 1833) при использовании размо-
роженной спермы для оплодотворения икры и доказана физиологическая полноценность разви-
вающихся особей. Икру получали в производственных условиях от самки русского осетра массой 
20 кг и длиной 142 см, рабочая плодовитость — 229500 икринок. Одну часть икры оплодотвори-
ли размороженной спермой русского осетра, хранившейся в криобанке 2 года, другую — натив-
ной спермой по стандартной заводской технологии (контроль). Вылупившихся предличинок учи-
тывали сплошным поштучным методом. Поведенческие реакции особей, полученных по традици-
онной технологии, и криомолоди оценивали с применением теста «открытое поле», который про-
водили индивидуально, помещая объект (предличинку, личинку, молодь) в специальную установ-
ку с координатной сеткой. Определяли ориентировочную активность объекта, фоновую актив-
ность и двигательную активность в первые 30 с после воздействия различных раздражителей 
(свет 20 лк, низкочастотный прямоугольный сигнал частотой 20 Гц, яркий свет 100 лк, высоко-
частотный прямоугольный сигнал 300 Гц, воздействие виброакустическим раздражителем). При 
оплодотворении икры спермой, отогретой после замораживания, доля оплодотворения в опыт-
ной партии составила 50 %, в контрольной — 80 %. Смертность за период подращивания в 
опыте и контроле составила соответственно 7 и 5 %. Полученная криомолодь оказалась жизне-
способной. По морфометрическим показателям экземпляры предличинок (1 сут), личинок (8 сут) 
и молоди (15 сут) в опыте превосходили контроль. По реактивности центральной нервной систе-
мы и рецепторного комплекса криопотомство также иногда превосходило контрольную партию. В 
тесте «открытое поле» предличинки из контрольной группы проявляли низкую ориентировочную 
активность, демонстрируя реакцию затаивания, которая переходила в медленные передвижения 
по опытной установке. Предличинки из опытной группы вели себя более активно. Реакции на 
разного рода раздражители статистически не различались. Личинки, полученные с использовани-
ем замороженной и отогретой спермы, после перехода на смешанное питание (8-е сут) по харак-
теру реакции центральной нервной системы достоверно не отличались от контроля, за исключени-
ем реакции на яркий свет (р  0,05). На 15-е сут развития особи в обоих вариантах опыта адек-
ватно реагировали на воздействие раздражители классической реакцией затаивания. При анализе 
ответных реакций на раздражители были установлены значимые различия (р ≤ 0,05) как в кон-
троле, так и в опыте. Это указывало на начало формирования межнейронных связей в продолго-
ватом мозге. Значимых различий между группами выявлено не было. Таким образом, применение 
спермы из криобанка позволяет получать жизнестойкую молодь рыб и может быть рекомендовано 
для использования на государственных заводах при искусственном воспроизводстве и на частных 
предприятиях аквакультуры.  
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криоконсервация, криопотомство, предличинка, личинка, молодь, поведение.  

 

В настоящее время актуально сохранение генофонда редких и ис-
чезающих популяций и видов рыб, особенно тех, которые представляют 
практический интерес для увеличения уловов в естественных водоемах или 
для введения их в аквакультуру как перспективных объектов рыборазведе-
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условиях антропогенного стресса и разработка научных основ технологии реставрации ихтиофауны, со-
хранения и восстановления хозяйственно ценных видов рыб», ¹ госрегистрации 01201354245 и Гранта 
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ния (1-3). Одним из основных источников формирования и поддержания 
запасов редких, исчезающих и хозяйственно ценных видов рыб становится 
их искусственное воспроизводство (4, 5). Однако на рыбоводных заводах 
подход к формированию маточных стад упрощен из-за дефицита произво-
дителей. Использование близкородственных пар при скрещивании чревато 
инбридингом и потерей природного генетического полиморфизма, что ве-
дет к значительному снижению адаптивного потенциала популяции (6-8).  

Криотехнологии считаются стратегически важными, в том числе 
антикризисными, для сохранения биологического разнообразия рыб (9, 10). 
Прогресс в технологиях криоконсервирования расширит сферу их примене-
ния в рыбном хозяйстве и аквакультуре, позволит поддерживать генетиче-
ское разнообразие промысловых стад рыб, стабилизировать их воспроиз-
водство и тем самым будет способствовать устойчивому рыболовству, а 
также создаст предпосылки для роста производства рыбы и других гидро-
бионтов в хозяйствах аква- и марикультуры (11-13). Использование крио-
консервированной спермы позволит получать генетически разнородную 
молодь, сократить затраты и площади на содержание самцов. Как след-
ствие, будет увеличено количество самок в маточном стаде (14-16). Приме-
нение спермы из криобанка возможно в любое время года, что исключает 
риск несвоевременного созревания самцов или получения от них эякулята 
ненадлежащего качества (17, 18). 

Накопленные данные по криоконсервированию биологических объ-
ектов свидетельствуют о том, что длительное хранение генетического био-
материала в криобанке не оказывает существенного влияния на сохранность 
клеток (19-21). При этом жизнеспособность криоконсервированной спермы 
обычно подтверждают оплодотворением яйцеклеток рыб в лабораторных 
условиях (22-24), но дальнейших наблюдений за молодью не проводят.  

В настоящей работе впервые проанализированы поведенческие ре-
акции предличинок, личинок и молоди русского осетра (Acipenser guelden-
staedtii von Brandt & Ratzeburg 1833) полученные при использовании крио-
консервированной спермы и доказана физиологическая полноценность 
развивающихся особей.  

Целью работы было применение размороженной спермы при ис-
кусственном воспроизводстве русского осетра и оценка поведенческих ре-
акций у криопотомства.  

Методика. Работу выполняли в период нерестовой кампании на 
Александровском осетровом рыбоводном заводе (Астраханская обл.). Икру 
получали от самки русского осетра (Acipenser gueldenstaedtii) массой 20 кг и 
длиной 142 см, рабочая плодовитость — 229500 икринок. Одну часть икры 
оплодотворили дефростированной спермой русского осетра, хранившейся 
в криобанке 2 года, другую — нативной спермой по стандартной завод-
ской технологии (контроль). Обесклеивание оплодотворенной икры осу-
ществляли танином из расчета 1 г на 5 л воды (25). Икру инкубировали в 
аппарате Осетр (Россия) в течение 6 сут. Во время инкубации ее обрабаты-
вали органическим красителем (фиолетовый К) чтобы избежать заражения 
сапролегниозом (25). Вылупившихся предличинок учитывали сплошным 
поштучным методом. Предличинок выдерживали в прямоугольных бас-
сейнах объемом 250 л. При помощи компрессора воду обогащали кисло-
родом. Молодь, перешедшую на активное питание, кормили дафнией.  

У предличинок (1-е сут после вылупления), личинок (8-е сут), пе-
решедших на активное питание, и молоди (15-е сут) учитывали морфомет-
рические показатели (массу и длину). 

Поведенческие реакции особей, полученных по традиционной тех-
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нологии, и криомолоди оценивали с применением теста «открытое поле» 
(26, 27). Тест проводили индивидуально, помещая исследуемый объект 
(предличинку, личинку, молодь) в специальную установку с нанесенной 
координатной сеткой. При размещении объекта в устройство для проведе-
ния теста «открытое поле» сначала определяли его ориентировочную ак-
тивность в течение 3 мин (ОА, ед/мин), регистрируя число пересечений 
объектом координатных линий установки. Двигательную активность с 4-й 
по 7-ю мин принимали за фоновую (ФА, ед/мин). Первым раздражителем 
был свет (освещенность 20 лк), который включали на 7-й мин тестирова-
ния. Освещенность измеряли с помощью люксметра. Величину двигатель-
ной активности в первые 30 с после воздействия раздражителя (число пе-
ресечений линий координатной сетки) определяли как Р1, ед/мин. Через 
9 мин после начала опыта применяли второй раздражитель (Р2, ед/мин) — 
низкочастотный прямоугольный сигнал (частота 20 Гц). На 11-й мин вклю-
чали яркий свет (100 лк) — Р3, ед/мин. Через 13 мин от начала тестирова-
ния применяли воздействие высокочастотным прямоугольным сигналом 
(300 Гц) — Р4, ед/мин. Виброакустический раздражитель (Р5, ед/мин) ис-
пользовали на 15-й мин исследования. Тестировали по 10 особей из опыт-
ной и контрольной групп на трех этапах развития: предличинка (1-е сут по-
сле вылупления), личинка, которая перешла на активное питание (8-е сут 
после вылупления) и молодь (15-е сут после вылупления). 

В программе Microsoft Excel для показателей рассчитывали средние 
арифметические (M) и средние квадратичные отклонения (). Статистиче-
скую значимость различий устанавливали по t-критерию Стьюдента (28). 

Результаты. Доля подвижных клеток в нативной сперме составила 
90 %, в криоконсервированной — 60 %; время подвижности спермиев после 
размораживания спермы — 14,2 мин, в нативной сперме — 26,3 мин; доля 
оплодотворения в опытной партии — 50 %, в контрольной — 80 %. За пе-
риод подращивания смертность в опытных и контрольных группах суще-
ственно не различалась и составила соответственно 7 и 5 %. 

Динамика морфометрических показателей у потомства русского осетра (Acip-
enser gueldenstaedtii von Brandt & Ratzeburg 1833) при оплодотворении икры 
криоконсервированной (опыт) и нативной (контроль) спермой (M±)  

Этап развития 
Масса, мг Длина, мм 

контроль опыт  контроль опыт  
Предличинка (возраст 1 сут)  18,9±0,28 20,5±0,22* 12,3±0,21 14,2±0,2* 
Личинка, перешедшая на активное питание (8 сут)  28,2±0,55 35,0±0,30* 20,7±0,21 21,4±0,34 
Молодь (15 сут)  43,8±0,33 47,5±0,33* 24,0±0,15 25,2±0,13* 
П р и м е ч а н и е. Различия с контролем статистически значимы при p  0,001. 

 

Согласно результатам измерений предличинок (1-е сут), экзем-
пляры из опытной группы по морфометрическим показателям превосхо-
дили контроль (табл.). Были установлены статистически значимые раз-
личия (p  0,001) как по массе, так и по длине исследуемых особей. При 
сравнении личинок, которые перешли на активное питание (8 сут), вы-
явили значимые различия (p  0,001) между массой в опыте и контроле, 
но длина личинок в этих вариантах не различалась. У молоди (15 сут) в 
опытной партии сохранялась тенденция превосходства над контрольными 
особями по массе и длине. 

Любой организм, попадая в незнакомую обстановку и ориентиру-
ясь в пространстве, начинает проявлять повышенную двигательную ак-
тивность. Согласно данным литературы, после вылупления у предличинок 
сформирован рецепторный комплекс, но без адекватной информации из 
внешней среды продолговатый мозг не может нормально развиваться (29). 
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Именно в продолговатом мозге сосредоточены основные анализаторы си-
стем, ответственных за взаимосвязь особи со средой (системы боковой ли-
нии, статоакустические органы, вкусовые рецепторы), а также центры 
нейромоторных реакций, питания и дыхания (30). В этой связи мы оцени-
ли качество особей, полученных с использованием криоконсервированной 
и нативной спермы, на основании сравнения их поведенческих реакций. 

 

 

 
Активность в тесте «открытое поле» у предли-
чинок (1-е сут после вылупления, А), личи-
нок (8-е сут после вылупления, Б) и молоди 
(15-е сут после вылупления, В) русского осет-
ра (Acipenser gueldenstaedtii von Brandt & Rat-
zeburg 1833), полученной из икры, которая 
была оплодотворена нативной (а) и криокон-
сервированной (б) спермой: ОА — ориентиро-
вочная активность, ФА — фоновая актив-
ность, Р1-Р5 — двигательная активность в пер-
вые 30 с после воздействия различных раз-
дражителей. Описание раздражителей см. в 
разделе «Методика». 

 

В тесте «открытое поле» предличинки из контрольной группы про-
являли низкую ориентировочную активность, демонстрируя реакцию за-
таивания, которая переходила в медленные передвижения по опытной 
установке (рис.). Предличинки из опытной группы вели себя более актив-
но, показывая классическую реакцию при изучении незнакомой обстанов-
ки, которая характерна для особей различных эволюционных групп. Не 
было выявлено значимых различий между ориентировочной и фоновой 
активностью ни в контрольной группе, ни в опытной. Реакции на раз-
личные раздражители между особями в опыте и контроле также статисти-
чески значимо не различались. 

Личинки, которые были полученные с использованием криокон-
сервированной спермы, после перехода на смешанное питание (8-е сут) 
по реакции центральной нервной системы достоверно не отличались от 
контроля, за исключением реакции на третий раздражитель — яркий 
свет (100 лк) (р  0,05). Особи в опытной группе проявляли реакцию за-
таивания, что было свидетельством более стремительного формирования 
ассоциативных связей в двухолмии среднего мозга по сравнению с ли-
чинками из контрольной партии, которые на этот раздражитель не отреа-
гировали и сохранили активность на уровне фоновой. На 15-е сут разви-
тия особи в обоих вариантах опыта адекватно реагировали на воздей-
ствие раздражителей классической реакцией затаивания. При анализе от-
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ветных реакций на раздражители были установлены значимые различия 
(р  0,05) как в контроле, так и в опыте. Это указывает на начало форми-
рования межнейронных связей в продолговатом мозге. В целом значимых 
различий между группами мы не выявили.  

Аналогичные исследования по оценке поведенческих реакций мо-
лоди осетровых рыб, полученной из спермы, хранившейся в криобанке, 
ранее проводились на стерляди (Acipenser ruthenus Linnaeus, 1758) (31). По 
итогам теста «открытое поле» криомолодь не отличалась от молоди кон-
трольной группы, однако при анализе динамики двигательной активности 
опытная партия демонстрировала более яркую реакцию на предложенные 
раздражители. Авторы отмечают, что этот факт имеет важное значение для 
адаптации при выпуске молоди в естественную среду обитания.  

Таким образом, молодь русского осетра, полученная с применени-
ем замороженной и отогретой спермы, по морфометрическим показателям 
имела преимущество по сравнению с рыбой, полученной по традицион-
ной технологии. Криомолодь оказалась жизнеспособной, а по реактивно-
сти центральной нервной системы и рецепторного комплекса в некоторых 
случаях превосходила контрольную партию. Незначительная разница в 
развитии предличинок, личинок и молоди рыб в опытной и контрольной 
партиях может быть следствием различий в криоустойчивости субпопуля-
ций замораживаемых клеток. Однако при оценке совокупности реакций 
особей, полученных по традиционной технологии и с использованием 
размороженной спермы, различий между опытной и контрольной партия-
ми не выявлено. Сперма из криобанка может быть рекомендована для ис-
пользования на государственных заводах при искусственном воспроизвод-
стве осетровых рыб и на частных предприятиях аквакультуры. 
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A b s t r a c t  
 

Cryopreservation of male reproductive cells is an important issue of genetic biodiversity 
conservation strategy and the development of fisheries and aquaculture. The use of cryopreserved 
semen in artificial reproduction and aquaculture will provide genetically diverse progeny, reduce area 
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and the cost of maintaining male fishes, and, thereby, will allow rise in female herd abundance. Cry-
opreserved sperm can be used at any time, without risk of untimely maturing or improper quality. 
The data on the low-temperature preservation indicates that the long-term storage in liquid nitrogen 
does not significantly affect the safety of cells after freezing and thawing. The viability of cryo-
preserved sperm is usually confirmed by laboratory fertilization of caviar, without further observations 
of the obtained juveniles. This paper reports for the first time the behavioral response of pre-larvae, 
larvae, and juveniles of Russian sturgeon (Acipenser gueldenstaedtii von Brandt & Ratzeburg 1833), 
obtained with the use of frozen-thawed sperm, and shows physiological fullness of the resulting prog-
eny. The aim of this work was to compare quality of Russian sturgeon offspring as influenced by 
cryopreserved and native semen. In using frozen-thawed sperm stored 2 years in liquid nitrogen, the 
conception was 50 % compared to 80 % in the control insemination with native semen. The mortali-
ty rate for the whole period was 7 and 5 % in the test and the control groups, respectively. The ob-
tained cryo-progeny was viable. One-day old pre-larvae, 8-day old larvae and 15-day old juveniles of 
the test group were superior in size and weight as compared to the control group. Behavioral re-
sponses of the offspring were evaluated in «open field» test which was carried out individually by 
placing an individual (pre-larvae, larvae, juveniles) in a special installation with coordinate grid. The 
pre-larvae activity was somewhat, but not significantly, higher in cryo-progeny. No differences were 
found between 8-day old larvae in the response to irritants, except bright light (р  0.05). In 15-day 
old juveniles, the response was adequate in both groups. Basal activity and reactivity differed signifi-
cantly (р  0.05) in both groups. So, cryopreserved sperm led to some morphometric advantage in 
the progeny compared to the individuals produced by conventional methods, and some advantages were 
found in the response to irritants, however, on the whole, the differences were not significant. A small 
alteration may be due to the difference in frozen cell subpopulations. Thus, frozen semen contributes to 
young fish vitality and may be recommended for artificial reproduction and aquaculture. 

 

Keywords: sturgeons, Russian sturgeon, Acipenser gueldenstaedtii, sperm, cryopreservation, 
cryo-progeny, pre-larvae, larvae, juveniles, behavior. 
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