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Аннотация. Показана возможность длительного хранения спермы реверсивных самцов 
радужной форели с сохранением активности сперматозоидов и их оплодотворяющей спо-
собности. Оценку проводили методом диаллельных скрещиваний отдельных самок с от-
дельными самцами. Уровень оплодотворения был выше при осеменении икры в буферном 
растворе, чем в воде, особенно при длительном сроке хранения спермы.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время в товарном фореле-

водстве повсеместно пользуется спросом од-
нополый посадочный материал, состоящий  
из одних самок. Преимущество такого произ-
водства очевидно: отсутствие раннего созре-
вания самцов, которое сопровождается за-
держкой в росте и появлением неприглядных 
вторичных половых признаков. Для получения 
однополых рыб используют сперму самцов-ре-
версантов, которые имеют генотип самок (ХХ), 
но при этом продуцируют сперму. Метод полу-
чения таких самцов был разработан во второй 
половине прошлого века, в настоящее время 
широко известен, им пользуются как за рубе-
жом, так и в отечественной аквакультуре [1-5].

Необычный генотип самцов отразился на 
морфологии рыб: семенники не имеют откры-
тых протоков для выхода спермы. Пока остается 
неясным как генотип может отражаться на ка-
честве спермы. Работы по изучению качества 
спермы у реверсивных самцов пока не много-
численны. В основном они касаются изучения 
параметров спермы, таких как: концентрация, 
осмоляльность, рН, содержание АТФ, а также со-
став семенной плазмы [6-8]. Одна из работ была 
посвящена сравнительной оценке качества 
спермы обычных и реверсивных самцов по од-
ному из важнейших критериев – оплодотворяю-
щей способности спермиев. В этой работе было 
также установлено, что сперма сохраняла фер-
тильность в течение 72 часов [7]. В ряде работ 
была показана возможность хранения спермы 
реверсов радужной форели в течение непродол-
жительного периода: от нескольких часов до не-
скольких дней [9; 10]. Во всех приведенных ра-
ботах применяли солевой раствор, похожий по 
минеральному составу на семенную жидкость, 
благодаря которой сперматозоиды остаются не-
подвижными весь период хранения. Самый дли-
тельный срок хранения – 7 суток, при котором 
не снижалась оплодотворяющая способность 
сперматозоидов, наблюдали при добавлении 

раствора StorFish, IMV, France [9]. Ни в одной из 
работ мы не встречали сообщений о хранении 
спермы в чистом виде. Подобного рода исследо-
вания представляют большой научный интерес, 
а также могут способствовать повышению эф-
фективности использования реверсов.

Цель нашей работы состояла в сравнитель-
ной оценке спермы нормальных и реверсив-
ных самцов по оплодотворяющей способности, 
а также – определение продолжительности 
хранения спермы с сохранением ее оплодотво-
ряющей способности.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Работу проводили в Федеральном селек-

ционно-генетическом центре рыбоводства  
(п. Ропша, Ленинградская область) с декабря 
2024 г. по февраль 2025 года.

Объект исследования – реверсивные сам-
цы в возрасте 2-х лет породы форели Рофор. 
Весь жизненный цикл рыб содержали на улич-
ном модуле установки замкнутого водоснаб-
жения (УЗВ) при естественном фотопериоде  
и сезонных колебаниях температуры от 4 до  
15 °С. Среднегодовая температура в разные 
годы оставалась на уровне 9±0,1 °С.

Самцов вскрывали, извлекали гонады, из-
мельчали и освобождали сперму от их остат-
ков, продавливая через сито (1мм). Хранили 
сперму отдельно от каждого самца в стеклян-
ных (d = 90 мм) или пластиковых (d = 85 мм) 
чашках Петри в холодильнике при температу-
ре 5 °С, закрытых крышками. 

Активность сперматозоидов оценивали сра-
зу после ее извлечения и перед осеменением 
икры по двум показателям: продолжительно-
сти поступательного движения (с), и количе-
стве подвижных спермиев (%). Активность 
измеряли с помощью секундомера, процент 
подвижных спермиев определяли визуально  
в поле зрения микроскопа.

В качестве среды для осеменения использо-
вали воду и буферный раствор известный под 

Annotation. The possibility of long-term storage of sperm from sex-reversed males of rainbow trout with 
preservation of sperm activity and their fertilizing ability is shown. The assessment was carried out by the 
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названием D532 [11]. В его состав входят: 24,2 г  
Трис + 22,5 г глицин + 1,1 г CaCl

2
, + 73,1 г NaCl 

на 10 л дистиллированной Н
2
О (рН=9,0). Кон-

тролем служила вода, поступающая в инкуба-
ционный цех. Раствор готовили накануне его 
использования, а перед применением выравни-
вали температуру раствора с температурой воды.

В ходе изучения активности и оплодотворя-
ющей способности спермы, при разных сроках 
ее хранения, было поставлено 4 эксперимента. 
Во всех случаях применяли метод диаллельных 
скрещиваний, в котором использовали сперму 
3-5 самцов и икру 1-4-х самок форели Рофор. 
При отцеживании икры проводили тестирова-
ние полостной жидкости на отсутствие загряз-
нения содержимым лопнувших яйцеклеток  
[12; 13]. От каждой самки брали порции по 200-
250 икринок и осеменяли спермой отдельных 

самцов. Для этого отмеряли мерной пипеткой 
по 0,2 мл спермы, добавляли 2 мл разбавителя 
«StorFish», быстро и тщательно размешивали и 
полученную взвесь смешивали с икрой. Затем 
добавляли воду или буферный раствор, в каче-
стве среды для осеменения. Контролем служила 
сперма генетических самцов. Икру каждого ва-
рианта скрещиваний инкубировали отдельно.

Критерием оплодотворяющей способности 
сперматозоидов использовали показатель ко-
личества оплодотворенных икринок на стадии 
пигментации глаз у эмбрионов относительно 
исходного количества осемененной икры (%).

Статистический анализ проводили по стан-
дартным методикам [14].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Эксперимент 1. Продолжительность хране-

ния спермы 1 сутки. Осеменение в воде.
В опыте использовали пять самцов и четы-

ре самки. В результате полных диаллельных 
скрещиваний были образованы 20 семей.  
В качестве контроля использовали совокуп-
ные данные, полученные при оценке пяти ге-
нетических самцов с теми же самками. Резуль-
таты проверки активности сперматозоидов 
перед осеменением икры, а также результаты  
их оценки по уровню оплодотворения икры 
представлены в таблице 1.

У всех опытных самцов уровень опло-
дотворения икры был выше, по сравнению  
с контролем, а у самцов 954, 955 и 956 это пре-
имущество достигало достоверного уровня 
(р=0,1). Различия по этому признаку между 
реверсивными самцами составляли от 8 до 15%  
и не были достоверными. Диапазон колеба-
ний минимальных и максимальных значений 
у отдельных самцов с разными самками сильно 
различался: от 10% (самец 954) до 50% (самец 
953). У самцов 952 и 953 активными были не 
все спермии, как у остальных рыб, а 60 и 80%, 
соответственно, также у них был меньше про-
цент оплодотворения, но различия по этому 
признаку не достигали достоверного уровня.

Эксперимент 2. Продолжительность хра-
нения спермы 2 суток. Осеменение в воде  
и в растворе.

Сравнивали варианты полных диаллельных 
скрещиваний четырех самцов с тремя самка-
ми. Контроль – средний показатель по резуль-
татам скрещиваний четырех генетических 
самцов с теми же самками. Результаты изложе-
ны в таблице 2.

Оценка спермы перед ее использованием 
показала, что после двух суток хранения каче-
ство спермы сохранилось на высоком уровне: 
количество подвижных спермиев у всех сам-
цов составляло 100% в воде и в растворе, но 
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в растворе активность клеток была более про-
должительной. При осеменении икры в воде 
уровень оплодотворения икры у реверсов был  
на 20-30% выше, чем в контроле, при этом, как 
и в первом опыте, наблюдали большие разли-
чия в вариантах скрещиваний одних и тех же 
самцов с разными самками: от 20% (самец 
2р) до 41% (самец 3р). При осеменении икры 
в растворе процент оплодотворения был ста-
бильно высоким и на 4-15% выше, чем в воде, 
а различия между вариантами скрещиваний 
одного самца с разными самками значительно 
меньше: от 3 до 12% (самцы 3р и 1р, соответ-
ственно).

Эксперимент 3. Продолжительность хране-
ния спермы 6 и 8 суток. Осеменение в растворе.

Для оценки всех самцов использовали икру 
одной самки. Контролем служила свежепри-
готовленная смесь спермы 4-х генетических 
самцов, проверенная на активность (табл. 3). 
Самцы 956 и 954 ранее участвовали в скрещи-
ваниях в эксперименте 1.

После восьми суток хранения у самца 954 
число подвижных спермиев в воде сократилось 
на 30%, а у самца 956 активность была полно-
стью утрачена (см. табл. 1).

При замене воды раствором показатели 
подвижности почти во всех случаях возраста-

ли, особенно заметно у самца 6р: с 1% до 40%. 
У самца 956, сперма которого была полностью 
неподвижна в воде, в растворе наблюдали  
появление активности у 10% сперматозоидов. 
Несмотря на различия в количестве подвиж-
ных спермиев у разных самцов, процент опло-
дотворения был стабильно высоким и сопоста-
вимым с контролем.

Эксперимент 4. Продолжительность хра-
нения спермы 10 суток. Осеменение в воде  
и в растворе.

Для оценки четырех реверсивных самцов 
использовали икру одной самки. Контроль – 
свежеприготовленная смесь спермы трех гене-
тических самцов.

При осеменении икры в воде лучший ре-
зультат по проценту оплодотворения, сопоста-
вимый с контролем, был у самца 1068. Сперма 
этого самца сохранила также самый высокий 
уровень активности в воде и в растворе:60  
и 100%, соответственно (табл. 4).

При оценке спермы самца 1069 в воде 
не было обнаружено ни одного подвижного 
сперматозоида, однако при осеменении икры  
в воде уровень оплодотворения составил 54%. 
Возможно это объясняется тем, что при отце-
живании самки небольшое количество по-
лостной жидкости оставалось в порции икры. 

Таблица 1. Показатели активности и оплодотворяющей способности сперматозоидов 
после 1-х суток хранения / Table 1. Indicators of sperm activity and fertilizing ability  
after 1 day of storage

№№ самца
Количество 

подвижных спермиев
в воде, %

Время активного 
состояния, с

Количество оплодотворенных икринок, %

Х ± mx Мин-макс

952 60 14 59±4,4 46-65
953 80 16 59±10,5 34-84
954 100 15 67±2,2 61-71
955 100 15 74±5,8 58-84
956 100 17 71±7,8 56-86

контроль 100 17 46±4,5 36-63

Таблица 2. Показатели активности и оплодотворяющей способности сперматозоидов 
после 2-х суток хранения / Table 2. Indicators of sperm activity and fertilizing ability after 
2 days of storage

№№ самца

Количество 
подвижных 

спермиев в воде, %

Время активного 
состояния, с

Количество оплодотворенных икринок, %

Осеменение с водой Осеменение с раствором
вода раствор вода раствор Х ± mx Мин-макс Х ± mx Мин-макс

1р 100 100 16 24 83±8,9 70-100 95±3,5 88-100
2р 100 100 15 21 91±6,7 78-98 95±2,3 91-99
3р 100 100 16 25 83±12,8 58-99 96±0,9 94-97
4р 100 100 15 19 81±9,7 62-92 96±1,5 94-99

контроль 100 100 14 23 61±7,8 53-69 97±0,8 96-98
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Перед осеменением мы проверили активность 
спермиев этого самца в полостной жидкости 
самки, от которой использовали икру. Коли-
чество подвижных спермиев – 70%, продолжи-
тельность движения – 29 секунд. По-видимому, 
остатков полостной жидкости, окружающей 
яйцеклетки, оказалось достаточно для того, 
чтобы стимулировать активность сперматозо-
идов при добавлении воды или раствора.

При осеменении икры в растворе процент 
оплодотворения во всех вариантах, включая кон-
троль, составлял 98-100%, что на 24-46% выше, 
чем при использовании воды, а различия между 
всеми вариантами оценки не превышали 2%.

ОБСУЖДЕНИЕ
Получение и содержание реверсантов за-

нимает длительное время и требует больших 
финансовых затрат, чем содержание генетиче-
ских самцов. За время проведения нерестовой 
кампании нет возможности многократного ис-
пользования реверсированных по полу самцов. 
Таким образом, они представляют собой более 
дорогостоящий ресурс. По этим причинам раз-
работка метода более длительного хранения 
спермы дает возможность многократного ис-
пользования и способствует более экономно-
му использованию спермы. Также длительное 
хранение (от 8 до 10 суток) позволяет осущест-
влять проверку самцов по оплодотворяющей 

способности с последующим отбором лучших 
реверсантов по качеству половых продуктов. 

Согласно полученным нами данным, спер-
матозоиды реверсивных самцов способны 
сохранять оплодотворяющую способность  
от двух до десяти суток, несмотря на снижение 
количества подвижных спермиев.

В нашей работе не было обнаружено четко 
выраженной связи между процентом подвиж-
ных спермиев и уровнем оплодотворения икры. 
Эти данные согласуются с результатами иссле-
дований, проведенных другими авторами [15].

Важно отметить, что неподвижность спер-
миев в воде не всегда является свидетельством 
их полной нежизнеспособности. Часть этих 
клеток может сохранять активность и опло-
дотворяющую способность и проявлять ее  
в условиях другой среды: буферного раствора 
или полостной жидкости. Это показано нами  
на примере самцов 956 и 1069 в экспериментах 
3 и 4, соответственно.

В работе показана необходимость использо-
вания буферного раствора вместо воды в каче-
стве среды для осеменения икры. Эти данные 
подтвердили результаты, полученные нами ра-
нее при оценке оплодотворяющей способности 
спермы реверсивных самцов [16].

При хранении спермы во многих случаях ис-
пользуют способ, при котором сперму помеща-
ют в полиэтиленовый мешочек, наполняют его 

Таблица 4. Показатели активности и оплодотворяющей способности сперматозоидов 
после 10-ти суток хранения / Table 4. Indicators of sperm activity and fertilizing ability 
after 10 days of storage

№№ самца
Количество подвижных 

спермиев в воде, % Время активного состояния, с Количество оплодотворенных 
икринок, %

вода раствор вода раствор вода раствор
1067 15 90 15 26 53 99
1068 60 100 18 29 72 98
1069 0 60 – 22 54 100

контроль 100 100 18 25 74 98

Таблица 3. Показатели активности и оплодотворяющей способности сперматозоидов 
после 6-ти и 8-ми суток хранения / Table 3. Indicators of sperm activity and fertilizing 
ability after 6 and 8 days of storage

№№ самца Срок хранения 
спермы, сутки

Количество подвижных 
спермиев в воде, % Время активного состояния, с Количество 

оплодотворенных 
икринок, %вода раствор вода раствор

5р 6 80 80 15 19 96
6р 6 1 40 11 19 97

954 8 60 80 15 21 98
956 8 0 10 – 19 97

контроль 0 100 100 15 22 97
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кислородом и хранят в холодильнике [17]. Ис-
пытанный нами метод хранения спермы в чаш-
ках Петри был более прост и оказался не менее 
надежен. Данный способ хранения спермы дает 
возможность многократного ее использования. 
При длительном хранении (от 8 до 10 суток) 
возможна проверка спермы на оплодотворяю-
щую способность и последующий отбор самцов 
лучших по качеству половых продуктов. 

Полученные нами результаты носят пред-
варительный характер, поскольку при оцен-
ке длительного хранения спермы использо-
вали небольшое количество экземпляров. Из 
восьми самцов, сперму которых хранили от 6  
до 10 суток, у трех рыб количество подвижных 
спермиев в воде снижалось к этому времени до 
0-1%, в то время как у других четырех самцов 
половые клетки сохраняли высокие показате-
ли активности: от 60 до 80%. Это указывает  
на возможность дальнейшего проведения испы-
таний более длительных сроков ее хранения.
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