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Approaches to Creation of Cryoprotective Media
for Cryopreservation of Avian Sperm

 Представлен обзор литературных и собственных исследований состава и физико-химических свойств криозащитных сред
при криоконсервировании спермы птиц. Предложен основной принцип формирования среды из компонентов, выполняющих
определенную функцию в цикле замораживания-оттаивания. Обсуждается положительная роль включения в состав среды
белковых добавок вместо липидов (яичный желток). Рассматривается перспективность применения сложных композиций крио-
протекторов на основе диолов и амидов в сочетании с непроникающими водорастворимыми полимерами. Предлагаются
правила составления смеси криопротекторов, основанные на снижении их цитотоксичности, скорости и механизмах их
проницаемости через мембрану сперматозоидов, влиянии на процессы вне- и внутриклеточной кристаллизации осмотически
активной воды.

Ключевые слова: сперма птиц, криоконсервирование, криозащитная среда, криопротекторы, цитотоксичность, диолы, амиды.
Представлено огляд літературних і власних досліджень складу та фізико-хімічних властивостей кріозахисних середовищ

при кріоконсервуванні сперми птахів. Запропоновано основний принцип формування середовища з компонентів, що виконують
певну функцію у циклі заморожування-відтавання. Обговорюється позитивна роль включення до складу середовища білкових
добавок замість ліпідів (яєчний жовток). Розглядається перспективність застосування складних композицій кріопротекторів
на основі діолів та амідів у поєднанні з непроникаючими водорозчинними полімерами. Пропонуються правила складання
суміші кріопротекторів, засновані на зниженні їх цитотоксичності, швидкості і механізмах їх проникності через мембрану
сперматозоїдів, впливу на процеси поза-і внутрішньоклітинної кристалізації осмотично активної води.

Ключові слова: сперма птахів, кріоконсервування, кріозахисне середовище, кріопротектори, цитотоксичність, діоли, аміди.
A review of the literature and our own studies of the composition and physico-chemical properties of the cryoprotective media

during cryopreservation of avian sperm is presented. Basic principle of forming media from components that perform specific
functions in a cycle of freeze-thawing is proposed. We discuss the positive role of inclusion in the composition of the medium of
protein supplements instead of lipids (egg yolk). We consider the prospects of complex compositions of cryoprotectants on the basis
of diols and amides in combination with non-invasive water-soluble polymers. There are proposed rules of making a mixture of
cryoprotectants based on the reduction of their cytotoxicity, the rate and mechanisms of their permeability through the membrane of
spermatozoa, the impact on the processes of extra- and intracellular crystallization of osmotically active water.

Key words: avian sperm, cryopreservation, cryoprotective medium, cryoprotectants, cytotoxicity, diols, amides..

За 200 лет исследования условий хранения спер-
мы in vitro накоплен огромный материал, касающийся
различных аспектов этой проблемы. К настоящему
времени список видов, на которых проводились
эксперименты по замораживанию спермы, включает
более двух сотен различных птиц, рептилий, рыб,
беспозвоночных (иглокожих и моллюсков), а также
млекопитающих и человека [3, 6, 13, 17–20, 23, 27, 32,
45]. У большинства из них получено восстановление
оплодотворяющей способности сперматозоидов
после замораживания-оттаивания. Современные
методы криоконсервирования спермы сельскохо-
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Enormous information concerning different
aspects of sperm in vitro storage conditions has
been accumulated for 200 years of studying this
problem. By now the list of species, in which expe-
riments on freezing sperm were carried out, includes
more than 200 different birds, reptilians, fish, inver-
tebrates (echinoderms and molluscs) as well as
mammals and the human [3, 6, 13, 17–20, 23, 27,
32, 45]. Restoration of fecundating ability of sperma-
tozoa after freeze-thawing was achieved in most of
these species. In general modern methods for cryo-
preservation of breeder animals’ sperm provide



110 problems
of cryobiology

 Vol. 20, 2010, №2

проблемы
криобиологии
Т. 20, 2010, №2

зяйственных животных и птиц в целом обеспечивают
удовлетворительное получение потомства, но все же
не позволяют эффективно использовать генетичес-
кий материал высокопродуктивных производителей
в селекционно-племенной практике, так как после
замораживания-оттаивания спермы практически
всех видов, включая и сперму птиц, удается сохра-
нить не более 50% функционально полноценных
клеток [13, 18, 27, 34, 45–47]. Криоконсервирование
спермы некоторых птиц, в частности индюка, до сих
пор остается нерешенной проблемой.

Разбавление спермы криозащитной средой – один
из наиболее важных этапов в цикле ее криоконсерви-
рования. Именно состав и физико-химические свой-
ства защитной среды являются определяющими при
подготовке спермы к замораживанию и обусловли-
вают эффективность криоконсервирования. Опубли-
кованы результаты испытаний  огромного числа
разных сред  для разбавления и замораживания
спермы птиц [2, 6, 10, 13, 22, 32, 35–40, 44].  Предлага-
лись разнообразные подходы к созданию защитных
сред, но подтвердили свою эффективность и  в
основном применяются два: формирование среды,
максимально приближенной по составу к спермаль-
ной плазме [32, 35–39]; составление среды из компо-
нентов, которые выполняют определенную функ-
цию – компенсируют или предотвращают изменения
в спермиях, возникающие на разных стадиях криокон-
сервирования [6, 13, 18, 47]. Один из наиболее инте-
ресных подходов к разработке сред базируется на
идее – не копировать состав плазмы, а нейтрализо-
вать "вредные компоненты" секретов половых желез,
активирующих сперматозоиды во время эякуляции,
тормозить метаболические процессы,  максимально
переводить сперматозоиды в состояние покоя еще
на этапе разбавления и инкубации. Известно [4],  что
природа наделила многие биологические объекты
различного уровня организации (от клетки до целого
организма) свойством переходить в состояние покоя,
сохраняя при этом жизнеспособность и значительно
повышая свою устойчивость к неблагоприятным
внешним воздействиям. Накоплены многочислен-
ные факты в пользу того, что экзогенное или эндоген-
ное торможение метаболизма клеток в условиях
стресса может иметь защитное значение [16]. При
всей привлекательности и внешней простоте этого
подхода в полной мере реализовать его в практике
криоконсервирования спермы не удается. Одной из
основных причин является недостаточность знаний
о метаболических путях жизненного цикла спермато-
зоидов.

Следует обратить внимание на перспективность
еще одного подхода к разработке сред для спермы
птиц. Давно обнаружен и подтвержден феномен дли-
тельного переживания сперматозоидов птиц (при-
близительно для 30 видов) в половых путях самок,

satisfactory obtainment of progeny, but still do not
allow efficient usage of genetic material of heavy
yielders in selection and pedigree practice, since they
succeeded in saving not more than 50% of functio-
nally adequate cells after freeze-thawing of sperm
of almost all species including avian sperm [13, 18,
27, 34, 45–47]. Cryopreservation of sperm of certain
birds species, for example turkey, still presents an
unsolved challenge.

Dilution of sperm with a cryoprotective medium
is one of the most important steps in a cryopreser-
vation cycle. It is the composition and physico-che-
mical properties of a medium that are determinants,
when sperm being prepared for freezing, and that
condition cryopreservation efficiency. The results of
testing a great number of various media for dilution
and freezing of avian sperm have been published [2,
6, 10, 13, 22, 32, 35–40, 44]. Omnigenous approa-
ches to creation of protective media were sugges-
ted, but only two confirmed their efficiency and are
generally applied: formation of a medium maximally
similar to sperm plasma by its composition [32, 35-
39]; concoction of a medium from components,
which perform a certain function – compensate or
prevent changes occurring in spermatozoa at diffe-
rent cryopreservation stages [6, 13, 18, 47]. One of
the most interesting approaches to elaboration of
media is based on the idea of not copying plasma
composition, but neutralising gonad secretion “harm-
ful components” activating spermatozoa during eja-
culation, inhibiting metabolic processes, maximal
shifting spermatozoa to quiescence as early as at
the stages of dilution and incubation. It is known [4]
that nature endued a lot of biological objects of
different levels of organisation (from a cell to the
whole organism) with the property of shifting to
quiescence and at the same time maintaining viability
and significantly increasing their tolerance to
unfavourable environmental impacts. Numerous
facts attest to the protective role of exogenous or
endogenous inhibition of cell metabolism under stress
conditions [16]. Although this approach is rather
attractive and seemingly easy, nobody has suc-
ceeded in bringing it into effect in cryopreservation
practice to the full. Insufficiency of our knowledge
on metabolic ways of spermatozoa life cycle is one
of the essential reasons.

One should pay attention to prospectivity of
another approach to elaboration of media for avian
sperm. The phenomenon of long-term survival of
avian spermatozoa (approximately of 30 species) in
females’ germ tracks, which is called “physiological
preservation”. Its duration varies from 6 to 90 days
for different species [6, 15, 19, 30]. The place for
spermatozoa survival in birds is glands of uterus-
vagina commissure; they are called sperm-nests or
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называемого "физиологической консервацией", дли-
тельность которой для разных видов  колеблется от
6 до 90 суток [6, 15, 19, 30].   Местом переживания
сперматозоидов у птиц являются железы матко-
влагалищного соединения, их называют "спермо-
хранящими" (sperm-nests или sperm-hosts glands) [15,
30], в которых сперматозоиды находятся в затормо-
женном состоянии, интенсивность метаболических
процессов низкая. Поэтому естественно предполо-
жить, что идеальными для длительного хранения
спермы in vitro при гипотермии или в глубокозамо-
роженном состоянии, могут быть среды, близкие по
составу и свойствам к секрету "спермохранящих"
желез полового тракта самок, например к среде
трубчатых желез хранения сперматозоидов в яйце-
воде кур. Однако в таком случае придется применять
в составе среды активаторы метаболизма, какие из
них наиболее пригодны при замораживании, не
известно. Не ясно также, на каком этапе в цикле
криоконсервирования их вводить, вероятнее всего
после оттаивания перед осеменением. В литературе
опубликованы некоторые данные о составе и свойст-
вах секрета полового тракта самок.  Показано, что
содержание калия в секрете матки  кур в 4 раза выше,
чем в плазме спермы [21, 24], обнаружено значитель-
ное количество инозитола в экстракте из различных
областей яйцевода кур, наибольшее – в воронке и
железах матковлагалищного соединения [6, 29].
Отмечено повышенное содержание ионов  Zn2+ в
"спермохранящих" железах самок птиц [26]. При этом
условия  хранения сперматозоидов анаэробные,  рН
колеблется в пределах 6,5–6,9. Последние 25 лет
интенсивно ведется поиск факторов, обеспечиваю-
щих "физиологическую консервацию" сперматозои-
дов в половых путях самок и параллельно изучается
биологическая активность компонентов семенной
плазмы спермы. Инкубируют сперматозоиды с
эпителиальными тканями различных участков яйце-
вода птиц, выделяют и пытаются идентифицировать
биологически активные фракции [24, 46]. При этом
данные о молекулярной массе и химической природе
выделенных фракций, которым отводится роль ста-
билизаторов, у разных авторов часто отличаются.
Искусственно моделируют условия "физиологи-
ческой консервации" спермы, подбирая газовый
состав в камерах инкубации и одновременно варьируя
композицию среды. Консервируют сперму с экстрак-
тами клеточных культур, полученных из почек птиц,
скелетных мышц эмбрионов птиц [25]. Определен-
ные успехи достигнуты, но остаются невыясненные
аспекты, что затрудняет целенаправленное использо-
вание результатов этих исследований на практике. К
основным из них относятся: противоречивость дан-
ных разных авторов о составе семенной плазмы  и
эпителиальных секретов "спермохранящих" желез;
отсутствие, как правило, четкой идентификации

sperm-host glands [15, 30]. Spermatozoa are in an
arrested state in them; intensity of metabolic proces-
ses is low. That is why it is logical to assume that
media similar by their compositions and properties
to secretion of females’ germ track sperm-host
glands, for example to the medium of tubular glands
of the hen’s oviducts, may be ideal for long-term in
vitro storage of sperm under hypothermia and deep
freezing. However in this case one has to add meta-
bolism activators to media. It is unknown which of
them are the most suitable for freezing. It is also
unclear at which stage of cryopreservation they
should be included, probably after thawing and prior
to insemination. Some data on the composition and
properties of females’ germ track secretion are pub-
lished. It was shown that in the hen’s uterus sec-
retion potassium content was 4 times as much as
that in sperm plasma [21, 24]; a considerable inositol
amount was found in humor from different areas of
the hen’s oviducts, it was the highest in the infundi-
bulum and uterus-vagina commissure glands [6, 29].
An increased ion Zn2+ content in bird females’
sperm-nests was registered [26]. Here the condi-
tions of spermatozoid storage are anaerobic; pH
varies within the range of 6.5–6.9. Factors determi-
ning “physiological preservation” of spermatozoa in
females’ germ tracks have been intensively sought
after over the last 25 years; in parallel with that
biological activities of sperm plasma components
have been investigated. Spermatozoa are incubated
with epithelial tissues from different parts of birds’
oviducts; there are attempts of extracting and iden-
tifying biologically active fractions [24, 46]. Here-
with the data by different researchers on molecular
weights and chemical nature of the fractions extrac-
ted, which are considered to be stabilisers, often va-
ry. With gas composition in incubation chambers
being selected and simultaneously medium composi-
tion being counterchanged, conditions of “physiologi-
cal preservation” of sperm are artificially modelled.
Sperm is preserved with cell culture extracts obtai-
ned from avian kidneys, embryonic skeletal muscles
[25]. A certain success has been achieved, but a
lot of aspects remain unclear, which hinders purpo-
seful introduction of results of these investigations
into practice. Among the main aspects there are
inconsistencies of data by different researchers on
sperm plasma and sperm-nest epithelial secretion
compositions, usual lack of clear identification of
biologically active fractions extracted from them and
finally technological intricacies of the many approa-
ches above-mentioned.

As it was noted above, a lot of compositionally
various cryoprotective media were suggested for
cryopreservation of fowl sperm. Besides penetrating
and non-penetrating cryoprotectants more than 50
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выделенных из них биологически активных фракций
и, наконец, технологическая сложность многих из
вышеперечисленных приемов.

Как отмечалось выше, для криоконсервирования
спермы петухов предложено множество различных
по составу криозащитных сред. В составе сред, ис-
ключая проникающие и непроникающие криопротек-
торы, изучено более 50 различных веществ,  вклю-
чая углеводы (моно-, ди- и полисахариды), аминокис-
лоты, органические (глутаматы, лактаты, цитраты,
ацетаты) и неорганические (хлориды, сульфаты,
фосфаты, карбонаты) соли, некоторые биологически
активные соединения (альбумины, липиды, фермен-
ты, гормоны, антиоксиданты и т. д.). Очевидно неце-
лесообразно было испытывать такое большое коли-
чество многокомпонентных сред, поскольку  часто
у разных авторов они мало отличаются друг от друга.

Анализ литературных и собственных данных [5,
10, 13, 22, 32, 35–40, 44] позволяет утверждать, что
при формировании многокомпонентной криозащит-
ной среды для криоконсервирования спермы птиц
наиболее оптимальным является подход, схема
которого представлена в таблице. Основной принцип
формирования основывается на включении в состав
среды компонентов, выполняющих определенную
функцию в цикле криоконсервирования спермы птиц.

Применение  защитной среды для разбавления
спермы  преследует как минимум три цели.  Пер-
вая – однородно распределить сперматозоиды так,
чтобы получить необходимую и достаточную кон-
центрацию клеток при осеменении. Вторая –  под-
держивать жизнеспособность сперматозоидов в
течение краткого или  длительного гипотермичес-
кого хранения in vitro, что необходимо на этапе под-
готовки к замораживанию. Следует отметить, что
хранение спермы птиц in vitro в условиях гипотермии
(0...5°С) является важной самостоятельной задачей,
так как широко используется  в селекционно-пле-
менной практике для искусственного осеменения
[35–39, 45].

Третья цель – предотвратить или максимально
уменьшить  действие низких температур (вне- и
внутриклеточной кристаллизации, повышения кон-
центрации солей и т. д.) на этапе замораживания спер-
матозоидов, а также избежать осмотического дис-
баланса в момент оттаивания в сочетании с соответ-
ствующими скоростями охлаждения и отогрева
клеточной суспензии. Поэтому требования к составу
криозащитных сред в зависимости от поставленной
задачи могут существенно отличаться. Например,
для обеспечения жизнеспособности сперматозоидов
на этапе подготовки к замораживанию в условиях
гипотермии необходимы компоненты, поддерживаю-
щие осмотический баланс, буферную емкость, их
энергоснабжение для сохранения метаболизма на
определенном уровне, а также антиоксиданты для

different substances including carbohydrates (mono-,
di-, and polysaccharides), amino acids, organic (glu-
tamates, lactates, citrates, acetates) and inorganic
(chlorides, sulphates, phosphates, carbonates) salts,
some biologically active compounds (albumin, lipids,
enzymes, hormones, antioxidants etc.) were studied
as parts of media. Apparently it is inexpedient to
study such a great number of multicomponent media,
as they differ little from one another in different
works.

Analysis of literature and our own data [5, 10,
13, 22, 32, 35–40, 44] allows asserting that the ap-
proach, a scheme of which is presented in the Table,
is the most optimal for the development of a multi-
component cryoprotective medium for cryopreser-
vation of avian sperm. The fundamental principle of
the development is based on the inclusion of compo-
nents performing certain functions in the cryopre-
servation cycle of avian sperm into media.

Application of cryoprotective media for dilution
of sperm pursues 3 objectives at least: the first one
is homogenous distribution of spermatozoa so that
to obtain required and sufficient concentrations of
cells for insemination. The second objective is sup-
porting spermatozoa viability during short- or long-
term hypothermic in vitro storage, which is neces-
sary at the preparative stage prior to freezing. It
should be noted that in vitro storage of avian sperm
under hypothermic conditions (0...5°C) is a deta-
ched vital task, as it is widely used in selection-pedi-
gree practice for artificial insemination [35–39, 45].

The third aim is to prevent or to weaken maxi-
mally low temperature impact (extra- and intracel-
lular crystallization, increased concentration of salts
etc.) at the stage of freezing spermatozoa as well
as to avoid osmotic dysbalance at the moment of
thawing by combining appropriate cooling and
heating rates of cell suspensions. That is why requi-
rements to cryoprotective media compositions can
vary considerably depending on an assigned task.
For example, components supporting osmotic balan-
ce, buffer capacity, energy production for mainte-
nance of metabolism on a certain level as well as
antioxidants for weakening repercussions of oxida-
tive stress occurring during sperm ejaculation and
in vitro storage are necessary to provide viability
of spermatozoa under hypothermic conditions at the
preparative stage prior to freezing [2, 31, 34]. One
should take into account that reactive oxygen spe-
cies and free radicals of unsaturated fat acids being
a damaging factor, at the same time perform a
regulatory role in physiological processes in cells:
signal transduction and fertilization [32].

In the first place a cryoprotectant with suffi-
ciently high cryoprotective activity is needed as a
part of media to prevent repercussions of water-ice
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снижения последствий окислительного
стресса, возникающего при эякуляции
спермы и  хранении in vitro [2, 31, 34].
Следует учитывать, что активные
формы кислорода и свободные ради-
калы ненасыщенных жирных кислот,
являясь повреждающим фактором,
одновременно  выполняют  регулятор-
ную роль в физиологических процессах
клетки: сигнальной трансдукции, акро-
сомальной реакции, капацитации  и
оплодотворении [32].

Для предотвращения последствий
фазовых переходов вода-лед при за-
мораживании-оттаивании клеточных
суспензий в составе среды прежде
всего требуется присутствие криопро-
тектора  с достаточно высокой  криоза-
щитной  активностью [8, 9, 12, 13].
Идеальный вариант, когда компоненты
криозащитной среды одновременно
выполняют несколько функций. Так, на-
пример, углеводы могут обеспечить
необходимую осмотичность во вне-
клеточной среде, являются  энерго-
субстратами для клетки в анаэробных
и аэробных условиях, стабилизируют
белково-липидные комплексы мем-
бран сперматозоидов и структуру
цитоскелета и проявляют криоза-
щитную активность в отношении спер-
матозоидов, полностью или частично
заменяя  обычные криопротекторы.
Добавка биологически активных ве-
ществ, как правило, имеет вспомо-
гательный характер и необходима при
выраженном нарушении гомеостаза
клеток. Например, антиоксиданты
целесообразно использовать для предо-
твращения перекисного окисления
липидов (ПОЛ) мембран сперматозои-
дов, у которых ферменты,  регулирую-
щие ПОЛ,  отличаются низкой актив-
ностью [2]. Или, например, приме-
нение в среде при криоконсервиро-
вании спермы птиц ингибиторов фос-
фодиэстеразы – фермента распада
цАМФ.  Установлено,  что направлен-
ное воздействие на цАМФ  – одного из
основных  нуклеотидов,  обеспечиваю-
щих биоэнергетику клетки и обуслов-
ливающих подвижность и выживае-
мость сперматозоидов, оказывает
положительный эффект на результат
криоконсервирования спермы [42].  По
характеру действия биологически

Примечание: БАС – биологически активные соединения.
Note: BACs – biologically active compounds.

Схема формирования состава криозащитной среды для спермы птиц
компонентами, выполняющими определенную функцию в цикле

криоконсервирования
Scheme of the development of a cryoprotective medium for avian

sperm with components performing certain functions in the
cryopreservation cycle
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активные добавки можно разделить на две группы:
к первой относятся вещества, непосредственно влия-
ющие на функциональные характеристики сперма-
тозоидов: антиоксиданты, стабилизаторы энергети-
ческого баланса, ингибиторы или активаторы прони-
цаемости мембран для молекул воды, ионов солей,
неэлектролитов и другие метаболические регуля-
торы. Ко второй относятся соединения, действующие
на организм самки – стимулируют моторику репро-
дуктивного тракта, облегчая продвижение спермато-
зоидов, ускоряют овуляцию яйцеклеток и т. д. Как
правило, это либо ферменты (например, муциназа),
либо гормоны (эстрофан, окситоцин и др.). В криоза-
щитных средах  для спермы птиц они используются
редко, но их положительное влияние на конечный
результат криоконсервирования спермы других видов
животных и человека подтверждалось неоднократно
[6, 17, 45].

Рассмотрим компоненты, присутствие которых
необходимо в защитной среде и в принципе достаточ-
но для  успешного хранения спермы птиц in vitro.

Углеводы. Большинство  криозащитных сред,
используемых для низкотемпературного хранения
спермы птиц,  подобрано эмпирически. В составе
многокомпонентных  сред при криоконсервировании
спермы птиц испытано около 10 различных углево-
дов – моно-, ди- и трисахаридов. Углеводы являются
энергосубстратами для сперматозоидов, именно это
определяет необходимость их введения в состав
среды как для гипотермического хранения, так и для
низкотемпературного (–196°С). Установлено, что
моносахариды усваиваются быстрее, поэтому их
использование предпочтительнее [6, 13, 17, 47]. К
тому же углеводы являются мощными осмотичес-
кими регуляторами вне- и внутриклеточной среды.
Интерес вызывает способность углеводов (особенно
дисахаридов) проявлять криозащитную активность
в отношении спермы некоторых видов животных  при
отсутствии обычных криопротекторов [41,42].  Пред-
полагается, что углеводы оказывают стабилизи-
рующее влияние на мембраны клеток за счет обра-
зования  сильных водородных связей между гидро-
ксильными группами сахаров и полярными группами
фосфолипидов.  При этом  считается,  что дисахариды
более эффективны, чем  моносахариды, а их криопро-
текторная активность, благодаря влиянию на бислой
цитоплазматической мембраны,  может иметь специ-
фический характер и не быть обусловлена только
"коллигативным эффектом" или вносить дополни-
тельный аспект в общий механизм их действия.
Положительный криозащитный эффект углеводов без
обычных криопротекторов в отношении сперма-
тозоидов [48] выявлен при концентрации в среде,
гипертоничной (450–550 мОсмоль) по отношению к
спермальной плазме,  и достаточно высоких скорос-

phase transition during freeze-thawing of cell sus-
pensions [8, 9, 12, 13]. The situation when compo-
nents of a cryoprotective medium perform several
functions simultaneously is ideal. For example,
carbohydrates can provide required osmoticity in
extracellular medium, they are energy substrates for
cells under anaerobic and aerobic conditions,
stabilize protein-lipid complexes of spermatozoid
membranes and cytoskeleton and have cryopro-
tective activity towards spermatozoa completely or
partially substituting conventional cryoprotectants.
Addition of biologically active substances, as a rule,
is accessory and needed when cell homeostasis is
conspicuously distorted. For example, it is wise to
use antioxidants to prevent lipid peroxidation (LPO)
of spermatozoid membranes, whose LPO-regulating
enzymes are characterized by their low activities [2].
Or, for example, application of phosphodiesterase
(an enzyme of cAMP decomposition) inhibitors in
media for cryopreservation of avian sperm. Directed
influence on cAMP, one of the basic nucleotides
providing cell bioenergy and determining motility and
survival of spermatozoa, was discovered to affect
positively the yield of sperm cryopreservation [42].
Biologically active additives can be sorted into two
groups by nature of their action: substances directly
influencing functional parameters of spermatozoa
belong to the first group: antioxidants, energy ba-
lance stabilizers, inhibitors or activators of membrane
permeability for water molecules, salt ions, non-
electrolytes and other metabolic regulators. Subs-
tances affecting the female organism belong to the
second one: they stimulate motor activity of germ
track facilitating spermatozoa propulsion, accelerate
ovulation of ova etc. Generally these are either
enzymes (for example, mucinase) or hormones
(estrophan, oxytocin and others). They are rarely
used in cryoprotective media for avian sperm, but
their positive effects on the final results of sperm
cryopreservation in other animal species and human
sperm were confirmed more than once [6, 17, 45].

Let us discuss components that are necessary in
protective media and essentially sufficient for
successful in vitro storage of avian sperm.

Carbohydrates. Most of cryoprotective media
used for low temperature storage of avian sperm
were selected empirically. Nearly 10 different carbo-
hydrates: mono-, di-, and trisaccharides, were tested
in multicomponent media for cryopreservation of
avian sperm. Carbohydrates are energy substrates
for spermatozoa, namely this dictates the necessity
of their introducing in media both for hypothermic
storage and for low temperature one (–196°C).
Monosaccharides were established to digest faster,
that is why it is preferable to use them [6, 13, 17,
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тях охлаждения  (100–300°С/мин). Практически все
углеводы имеют низкую эвтектику, высокую вяз-
кость их растворов при температурах ниже 0°С,
значительно влияют на форму и размеры каналов
незамерзающей фракции воды. Углеводы, в част-
ности глюкоза, являются  стабилизаторами белковых
гелей,  следовательно, могут существенно повышать
структурную стабильность цитоскелета  к действию
повреждающих факторов в процессе криоконсерви-
рования.  Установлено [13], что по степени положи-
тельного влияния на жизнеспособность спермато-
зоидов птиц (в частности, петухов) с учетом всех
показателей сохранности  до и после заморажива-
ния-оттаивания изученные углеводы расположились
в следующий ряд: фруктоза ≈ глюкоза > лактоза >
сахароза > мальтоза > трегалоза > раффиноза. Моно-
сахариды восстанавливают после замораживания-
оттаивания подвижность до 45–50% клеток и поддер-
живают их активность в течение более длительного
времени, сохраняя при этом большее количество
сперматозоидов с целыми акросомами. В то время
как дисахариды  оказывают, в основном,  положи-
тельное влияние на целостность мембран головок с
незначительным преимуществом перед моносаха-
ридами.

Белковый компонент. Разбавление эякулирован-
ной спермы искусственной криозащитной средой
часто приводит к нежелательным последствиям: от
агглютинации сперматозоидов до преждевременной
акросомной реакции. Предполагается, что возмож-
ной причиной  этого является  снижение концентрации
положительно заряженных катионных белков в
плазме спермы, которые, адсорбируясь на поверх-
ности клеток, несущей отрицательный заряд, выпол-
няют определенную защитную функцию, например
предотвращают сперматозоиды от преждевремен-
ной активации [24, 46]. Предполагается, что белки
могут воздействовать на агрегатное состояние фос-
фолипидов мембран, включаться в их растворение,
поддерживать конфигурацию липидной поверхности
и тем самым стабилизировать и предохранять цито-
плазматические мембраны от повреждений в цикле
криоконсервирования. Ранее [17] эта роль отводилась
липидам, обязательным компонентом среды для
замораживания спермы считался яичный желток.
Его применение при криоконсервировании спермы
имеет существенные недостатки: невозможность
стерилизовать среду и стандартизовать липидный
состав желтка, сложность при оценке сохранности
сперматозоидов после оттаивания экспресс-метода-
ми и удаление перед осеменением. Использование
отдельных, выделенных и очищенных липидов (на-
пример фосфатидилхолина) дает положительный
эффект, но экономически невыгодно. Поэтому был
предпринят поиск эффективной замены яичного

47]. Besides, carbohydrates are powerful osmotic
regulators of extra- and intracellular media. Capacity
of carbohydrates (especially disaccharides) for
exerting cryoprotective effect towards sperm of
some animals without conventional cryoprotectants
is of great interest [41, 42]. It is assumed that carbo-
hydrates stabilize cell membranes owing to formation
of strong hydrogen bonds between saccharide
hydroxyl groups and phospholipid polar groups.
Herewith disaccharides are considered to be more
efficient than monosaccharides, and their cryopro-
tective activity due to the influence on cytoplasmatic
membrane bilayer can be of specific nature and
cannot be attributed only to “colligative effect” or
contribute additionally to the general mechanism of
their action. A positive cryoprotective effect of car-
bohydrates without conventional cryoprotectants
towards spermatozoa [48] was registered in a
medium, which was hypertonic (450–550 mOsmol)
related to sperm plasma at rather fast rates of
cooling (100–300°C/min). Almost all carbohydrates
are characterized by low eutectics, high viscosity of
their solutions at temperatures below 0°C, affect
significantly shape and size of unfrozen water canals.
Carbohydrates, in particular glucose, are stabilizers
of protein gels, consequently, can considerably en-
hance structural stability of cytoskeleton against
damaging factors in the course of cryopreservation.
It was revealed [13] that the carbohydrates investi-
gated according to the extent of their positive in-
fluence on avian (in particular fowl) spermatozoa
viability were ranked in the following manner taking
into account all the indices of safety prior to and af-
ter freeze-thawing: fructose ≈ glucose > lactose >
sucrose > maltose > trehalose > raffinose. Mono-
saccharides restore motility of up to 45–50% of cells
after freeze-thawing and support their activity for
a longer period, at the same time saving more sper-
matozoa with intact acrosomes, whereas disaccha-
rides exert a positive effect on head membrane
integrity mainly with imponderable advantage over
monosaccharides.

Protein Components. Dilution of ejaculated
sperm with an artificial cryoprotective medium often
results in undesired consequences: from sperma-
tozoid agglutination to preterm acrosome reaction.
It is assumed that a possible cause of it is a reduction
in positively charged cation proteins’ concentration
in sperm plasma, which, absorbing on negatively
charged cell surface, perform a certain protective
func-tion, for example, prevent spermatozoa from
preterm activation [24, 46]. It is surmised that pro-
teins can affect aggregate state of membrane phos-
pholipids, participate in their solubilisation, support
lipid surface configuration and therethrough stabilize
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желтка в составе сред. Многочисленные экспери-
менты подтвердили, что белки (в частности альбуми-
ны), введенные в состав криозащитных сред вместо
яичного желтка, оказывают положительное действие
[7, 22, 32, 45]. Особо следует отметить обнаруженный
феномен существенного снижения  цитотоксичес-
кого действия диметилформамида (ДМФА) на спер-
матозоиды петуха при  положительных температурах
в присутствии белковых добавок. Например, подвиж-
ность спермиев петуха в средах с белковыми добав-
ками без криопротектора при гипотермии сохраня-
лась  в течение 180 ч (в 1,5 раза  дольше обычного),
с ДМФА – до 72 ч, что в 5 раз  превышает время
переживаемости  спермиев в его присутствии [7, 13].
Среди изученных белковых добавок наиболее эффек-
тивными оказались мукопротеиды (овомукоид) и
альбумины (БСА, САЧ, яичный альбумин). Однако
следует обратить внимание на то, что сохранение
оплодотворяющей способности сперматозоидов
после криоконсервирования без удаления криопротек-
тора в присутствии белковых добавок зависит от их
концентрации в среде, которая для получения высоких
результатов не должна превышать 0,5% .

Органические и неорганические соли. В соста-
ве сред испытаны десятки солевых компонентов [2,
6, 17, 32, 35–40], выполняющих различные функции.
Основные из них – поддерживать осмотический
баланс, буферную емкость, сохранять физиологичес-
кое соотношение К+, Na+-ионов и микроэлементов.
Полностью осветить опубликованный материал по
данному аспекту в рамках одной статьи не представ-
ляется возможным, поэтому остановимся только на
главных моментах. Во-первых, опыт показывает, что
использование органических солей предпочтитель-
нее, во-вторых, нет необходимости применять  буфе-
ры, так как буферная емкость спермальной плазмы
птиц устойчива и только при разбавлении не менее
1:5 или 1:6 резко снижается [23, 31]. Кроме того, из-
вестно [47], что в пределах рН от 6,0 до 8,0 опло-
дотворяющая способность спермиев птиц сохра-
няется на высоком уровне при хранении in vitro.
Практически во все коммерческие среды  (как прави-
ло, зарубежные) обязательно входит глутамат нат-
рия, так как  установлено [6, 32], что содержание
глутаминовой кислоты в сперме птиц во много раз
выше по сравнению со спермой других видов живот-
ных. Присутствие глутамина в таком количестве в
сперме птиц объясняется его участием во многих
метаболических процессах, основным из которых
является энергетический цикл. Широко применяе-
мыми компонентами сред являются также  ацетат
или цитрат К+, хлориды Мg2+ и Zn2+, эффективность
использования которых доказана.  Введение в среду
перечисленных солей достаточно для сохранения
жизнеспособности спермиев птиц  in vitro в течение

cytoplasmic membranes and protect them against
injuries in the cryopreservation cycle. Earlier [17]
this role was assigned to lipids; egg yolk was thought
to be an indispensable component of media for cryo-
preservation of sperm. Its usage for cryopreserva-
tion has significant disadvantages: it is impossible to
sterilize the media and to stardardize the yolk lipid
composition, spermatozoa integrity is difficult to
estimate by express-methods after thawing and re-
moving cryoprotectants prior to insemination. Appli-
cation of individual isolated and purified lipids (e.g.
phosphatidyl choline) exerts a positive effect, but is
economically unsound. That is why an efficient
substitute of egg yolk was searched for. Numerous
experiments confirmed that proteins (in particular,
albumins) introduced in cryoprotective media instead
of egg yolk exerted positive effects [7, 22, 32, 45].
The phenomenon of a considerable reduction in
dimethyl formamide (DMFA) cytotoxicity for the
fowl spermatozoa at positive temperatures in the
presence of protein additives should be noted speci-
fically. For example, the fowl spermatozoa motility
in media containing protein additives, but without
cryoprotectant, remained unchanged for 180 hrs
(half as much as the usual term). When DMFA was
added to such media, the spermatozoid motility
remained unchanged for 72 hrs, which was 5 times
longer than the time of their survival in its presence
[7, 13]. Among the protein additives investigated
mucoproteins (ovomucoid) and albumins (BSA,
HSA, yolk albumin) turned out to be the most effi-
cient. Nevertheless one should pay attention to the
fact that maintenance of spermatozoa fecundating
ability after cryopreservation without removing
cryoprotec-tants and with protein additives depends
on their concentrations in media, which are not
supposed to exceed 0.5%.

Organic and inorganic salts. Dozens of salts
[2, 6, 17, 32, 35–40] performing different functions
were tested as parts of media. Their basic functions
are supporting osmotic balance, buffer capacity,
maintaining physiological ratio K+, Na+ ions and
microelements. It is impossible to give a complete
coverage to all the published results on this matter
within a single article, so we shall only dwell on the
main moments. Firstly, experience shows that the
usage of organic salts is more preferable, secondly,
there is no need to use buffers, as buffer capacity
of avian sperm plasma is tolerant and decreases
sharply only being diluted not less than 1:5 or 1:6
[23, 31]. Besides, it is known [47] that avian sperma-
tozoa fecundating ability remains high in the pH
range from 6.0 to 8.0 during in vitro storage. Almost
all commercial media contain sodium glutamate,
since it was discovered [6, 32] that glutamic acid
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длительного времени при гипотермии, а также при
криоконсервировании.

Сперматозоиды в процессе подготовки, охлажде-
ния, замораживания, оттаивания и осеменения  под-
вергаются значительным колебаниям ионной силы
и осмотического давления внеклеточного окружения,
и их выживаемость в итоге зависит от того, как  они
способны переносить резко изменяющиеся условия
на этапах низкотемпературного консервирования.
Осмотичность предложенных для криоконсервиро-
вания спермы птиц сред варьирует от 290 до
450 мОсмоль [2, 6, 13, 17, 32, 35–40]. Известно [31,
47], что оплодотворяющая способность спермиев
сохраняется in vitro в условиях гипотермии в защит-
ных средах с осмотичностью от 250 до 400 мОсмоль
( ∆ 0,455–0,736°С)  в течение длительного времени,
начинает снижаться после 24 ч хранения. Поэтому
при разработке состава среды и оптимального соот-
ношения компонентов не следует выходить за преде-
лы этого диапазона, поскольку осмотичность являет-
ся одной из самых важных её физико-химических
характеристик. При криоконсервировании спермы
петуха оптимальное значение осмотичности криоза-
щитных сред находится в области гипертонии по
отношению к семенной плазме спермы и равно 395–
400 мОсмоль при рН 6,7 ± 0,5, оптимальное значение
ионной силы среды равно 0,200 ± 0,025 моль/л  [13].

Криопротекторы. Вещества, которые обеспе-
чивают защиту сперматозоидов от действия низких
температур (–196°C), следует применять только при
криоконсервировании спермы, но не при гипотерми-
ческом хранении. Большинство используемых крио-
протекторов чужеродны и неиндифферентны по отно-
шению к клеткам. Повреждающее действие, которое
оказывают криопротекторы еще до замораживания,
существенно ограничивает их  используемую кон-
центрацию и продуцирует криоповреждения на после-
дующих этапах криоконсервирования, следовательно,
снижает их криозащитную активность [14, 28]. Рас-
считано, что необходимая концентрация криопротек-
тора для эффективной криозащиты на  коллигативной
основе должна быть не менее 2,9 М, при заморажи-
вании методом витрификации со скоростями охлаж-
дения, легко реализуемыми на практике, – не менее
5 М [13, 28]. Сперматозоиды не выдерживают таких
концентраций и гибнут прежде всего от осмотичес-
кого стресса.  Реально применяемые концентрации
криопротекторов при криоконсервировании спермы
птиц не превышают 0,5–1,0 М [6, 13, 30]. Даже эти кон-
центрации криопротекторов не являются безопас-
ными, могут вызывать структурные и функциональ-
ные повреждения сперматозоидов (от 10 до 30 %) еще
на этапе инкубации до замораживания  в  зависимости
от ее продолжительности и температуры [14, 28].

content was manifold higher in avian sperm than in
sperm of other animals. Such high content of glutami-
ne in avian sperm is attributed to its participation in
many metabolic processes including energetic cycle.
Potassium acetate and citrate, magnesium and zinc
chlorides, which proved their efficiency, are also wi-
dely used components of media. Addition of the salts
indicated to media is sufficient for maintenance of
avian spermatozoa viability in vitro both for a long-
term hypothermic storage and upon cryopreservation.

Spermatozoa in the process of preparing, cool-
ing, freezing, thawing and inseminating are subjected
to significant fluctuations of extracellular environ-
ment ion force and osmotic pressure, and eventually
their survival depends on how well they are able to
endure drastically changing conditions at the stages
of low temperature preservation. Osmoticity of the
media suggested for cryopreservation of avian
sperm varies from 290 to 450 mOsmol [2, 6, 13, 17,
32, 35–40]. Fecundating ability of spermatozoa is
known [31, 47] to remain unchanged under hypo-
thermic conditions in vitro in protective media with
the osmocity from 250 to 400 mOsmol (∆0.455–
0.736°C) for a long time, then it starts decreasing
after 24-hour storage. That is why when media
compositions and optimal ratios of components being
elaborated, one should not fall outside the limits of
this diapason, since osmocity is one of the most im-
portant physico-chemical parameters of media. For
cryopreservation of the fowl sperm the optimal
values of cryoprotective media osmocity lie in the
range of 395–400 mOsmol, which is hypertonic
related to sperm plasma, at pH 6.7 ± 0.5, the optimal
value of ion force is 0.200 ± 0.025 mol/l [13].

Cryoprotectants. Substances protecting sperma-
tozoa against low temperature (–196°C) should be
applied for cryopreservation of sperm, but not for
hypothermic storage. Most of cryoprotectants in use
are alien and unindifferent for cells. Damaging im-
pact exerted by cryoprotectants already prior to
cryopreservation considerably limits their concen-
trations. It results in cryoinjuries at the following
stages of cryopreservation and, consequently redu-
ces their cryoprotective activity [14, 28]. The requi-
red concentration of a cryoprotectant was calcula-
ted to be not less than 2.9 M for efficient cryoprotec-
tion on the colligative basis, and not less than 5 M
upon vitrification at cooling rates easily achieved in
practice [13, 28]. Spermatozoa do not withstand such
concentrations and die first of all because of osmotic
stress. Cryoprotectants concentrations applied in
reality for cryopreservation of avian sperm do not
exceed 0.5–1.0 M [6, 13, 30]. Even these concen-
trations are not innocuous and can cause structural
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На криозащитную активность для спермы птиц
испытаны десятки низкомолекулярных веществ,
относящихся к различным классам химических со-
единений – одноатомные и многоатомные спирты,
амиды, сульфоксиды, этаноламины, аминокислоты,
но широкое применение в птицеводстве получили не
более 5 соединений [2, 6, 10, 13, 22, 30, 32, 35–40, 44].

Разработаны и успешно применяются методы
замораживания-оттаивания спермы  птиц (петухов,
гусей и уток) с алифатическими амидами в качестве
основного криопротектора, обеспечивающие вывод
молодняка на уровне  60–80% от числа заложенных
яиц [6, 8–13, 30, 43]. Но при этом после оттаивания
спермы приходится увеличивать количество клеток
в спермодозе и кратность осеменения. Следует от-
метить, что до сих пор не удается получить высокие
и стабильные результаты при криоконсервировании
спермы индюков [46, 47]. Уникальные физико-хими-
ческие свойства дизамещенных амидов  (N,N -диме-
тилформамида, N,N-диметилацетамида), а именно:
способность к сильным гидрофильным и одновре-
менно  к гидрофобным взаимодействиям, а также
высокая проницаемость внутрь клеток обуслов-
ливают их криозащитную активность [8, 13]. В боль-
шинстве стран с развитым птицеводством для крио-
консервирования спермы птиц продолжают приме-
нять традиционные криопротекторы: глицерин,
ДМСО, этиленгликоль, несмотря на существенные
недостатки каждого из них [30, 32, 35–39].  С ДМСО
и этиленгликолем не удается получать стабильно вы-
сокие результаты, оплодотворяемость яиц  спермой,
замороженной с этими криопротекторами,  не превы-
шает  50–60%.  Глицерин оказывает на сперматозои-
ды  птиц контрацептивное действие. Содержание
глицерина в криозащитной среде, даже в концентрации
1–3%, значительно снижает оплодотворяющую спо-
собность спермиев птиц [30]. Для сохранения высо-
кой оплодотворяющей  способности  сперматозоидов
его содержание  в среде должно быть в 10–20 раз
ниже, чем применяемое при криоконсервировании
(10–15%). К тому же проницаемость глицерина через
мембрану сперматозоидов самая низкая по сравне-
нию с другими криопротекторами. Поэтому техноло-
гия замораживания-оттаивания спермы птиц с глице-
рином сложная: применяют многоступенчатое вве-
дение в суспензию клеток во избежание осмоти-
ческого стресса, а главное – обязательное его удале-
ние перед осеменением.

Для снижения цитотоксического действия крио-
протекторов на этапе подготовки спермы к замора-
живанию лучше вводить их только в растворе сред.
Прибавление веществ в чистом виде нежелательно,
так как экзотермический эффект их смешивания  с
водой, составляющей основную часть суспензий
клеток,  может приводить к локальным перегревам,
повышать температуру инкубации  и вызывать  пов-

and functional injuries of spermatozoa (from 10 to
30%) already at the incubation stage prior to freez-
ing depending on the incubation duration and tempe-
rature [14, 28].

Dozens of low-molecular substances belonging
to different chemical groups – monoatomic and
polyatomic alcohols, amides, sulfoxides, ethanol ami-
nes, amino acids were tested for cryoprotective acti-
vity on avian sperm, but not more than 5 compounds
became widely used in poultry industry [2, 6, 10, 13,
22, 30, 32, 35–40, 44].

Methods for freeze-thawing of avian (fowl,
goose, duck) sperm with aliphatic amides as a basic
cryoprotectant were developed. They are applied
successfully and provide hatching of offspring on the
level of 60–80% related to the number of the eggs
laid [6, 8–13, 30, 43]. However, the cell number in
a sperm dose and number of insemination events
within a week have to be increased after thawing
sperm. It should be noted that high and stable yield
of cryopreservation of the turkey sperm is still bey-
ond attainment [46, 47]. Unique physico-chemical
properties of disubstituted amides (N,N-dimethyl
formamide, N,N-dimethyl acetamide), namely capa-
city for strong both hydrophilic and hydrophobic
interactions as well as high permeability into cells
precondition their cryoprotective activity [8, 13]. In
most countries with advanced poultry industry they
continue to apply traditional cryoprotectants for cryo-
preservation of avian sperm: glycerol, Me2SO, ethy-
lene glycol despite significant disadvantages of each
of them [30, 32, 35–39]. Neither Me2SO nor ethyle-
ne glycol gives steadily good results, the rate of fer-
tilisation of ovicells with sperm frozen with these
cryoprotectants does not exceed 50–60%. Glycerol
exerts an contraceptive effect on avian spermatozoa.
Glycerol even at the concentration of 1–3% in a
cryoprotective medium reduces avian spermatozoa
fecundating ability [30]. To maintain spermatozoa
fecundating ability high enough glycerol content in
medium must be 10–20 times as little as that applied
for cryopreservation (10–15%). Besides, glycerol
permeability through spermatozoon membrane is the
lowest as compared to other cryoprotectants. That
is why the technology of avian sperm freeze-thaw-
ing with glycerol is complicated, multi-step introduc-
tion is used lest osmotic stress occur, and it is impe-
rative that it should be removed before insemination.

It is better to add cryoprotectants only in media
solutions to decrease their cytotoxic impacts. It is
undesirable to add pure substances, as exothermic
effect from their mixing with water, which is the
major portion of cell suspensions, can lead to local
overheating, increase incubation temperature and
cell injuries. It is necessary to make the duration of
the contact of cryoprotectants with cells at all of the
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реждение клеток. Необходимо сократить  до миниму-
ма продолжительность контакта криопротекторов с
клетками на всех этапах цикла криоконсервирования,
включающего подготовку спермы к замораживанию,
время от начала кристаллизации внеклеточной среды
и до исчезновения жидкой фазы, интервал с момента
оттаивания и до введения в репродуктивный тракт
самок. Прибавление и инкубацию сперматозоидов  с
криопротекторами (кроме глицерина) до заморажи-
вания следует проводить при околонулевых темпера-
турах.

Существует еще один способ снижения цитоток-
сичности криопротекторов, применяемый для замо-
раживания биологических объектов методом витри-
фикации, а именно: использование смеси разных
крипротекторов, эффективность которого доказана
[1, 30]. При этом снижается концентрация отдельных
криопротекторов в суспензии клеток, следовательно,
уменьшается их повреждающее действие. При
подборе смеси рекомендуется использовать сочета-
ние веществ с различной структурой и физико-хими-
ческими свойствами. Идеальными  для этого яв-
ляются дизамещенные амиды и диолы, так как они
относятся к высокогидрофильным веществам, обра-
зуют сильные водородные связи с молекулами воды,
превосходящими по энергии связь вода-вода. Но при
этом амиды являются акцепторами протонов, дио-
лы – донорами, вязкость водных растворов амидов
в несколько раз ниже, чем в растворах диолов. В силу
этого амиды и диолы по-разному влияют на процесс
кристаллизации внеклеточного раствора и предотв-
ращают внутриклеточную кристаллизацию, губи-
тельную для акросом сперматозоидов. Амиды и дио-
лы относятся к проникающим криопротекторам, но
скорость и механизм их диффузии через мембрану
клеток отличаются. Дифильность дизамещенных
амидов обеспечивает сверхбыструю проницае-
мость в клетку. Их транспорт через мембрану осу-
ществляется преимущественно через липидный би-
слой, и только около 20% проникает через белковые
водные каналы (белок полосы 3 и акваглицеропо-
рины). В то время как для диолов доминирующим пу-
тем диффузии в клетку является гидрофильный – по
белковым водным каналам [5]. Используя смесь
амидов и диолов в составе криозащитных сред,  мож-
но существенно сократить время насыщения спер-
матозоидов криопротекторами до замораживания и
не удалять их из суспензии перед осеменением.

Непроникающие криопротекторы, как правило
водорастворимые полимеры, самостоятельно для
криоконсервирования спермы птиц не применяются,
используются только в композиции с проникающими.
Добавление в криозащитную среду полимера (в
частности ПВП с м. м. 12000) оказывает положи-
тельное действие, но только в смеси с криопротек-
торами, водные растворы которых имеют очень

cryopreservation stages, including preparation of
sperm for freezing, the time between extracellular
medium nucleation and liquid phase disappearance
and period from the thawing moment to injection of
sperm into female germ tracks, as short as possible.
Addition of cryoprotectants (except glycerol) and
incubation of spermatozoa with them prior to free-
zing should be carried out at subzero temperatures.

There is another way of reducing cryoprotectants
cytotoxicity applied for freezing bioobjects by vitri-
fication, namely using mixtures of different cryopro-
tectants. The efficiency of this method was proved
[1, 30]. Herewith concentration of each cryopro-
tectant in cell suspension is decreased, therefore
their damaging impacts are weakened. It is recom-
mended to use combinations of substances with
different structures and physico-chemical properties.
Disubstituted amides and diols are ideal for these
purpose, as they are referred to highly hydrophilic
substan-ces, form strong hydrogen bonds with water
mole-cules energetically exceeding water-water
bonds. At the same time amides are acceptors of
protons, diols are donors; amide aqueous solution
viscosity is several times as little as diol solution vis-
cosity. By virtue of this amides and diols affect
crystallisation of extracellular solution in different
manner and prevent intracellular crystallisation lethal
for spermatozoa acrosomes. Amides and diols be-
long to penetrating cryoprotectants, but rates and
mechanisms of their diffusion through cell membra-
nes differ. Diphility of disubstituted amides provides
their super-rapid penetration into cells. Their trans-
membrane transport is realised predominantly
through lipid bilayer, and only about 20% penetrate
through protein water channels (protein of band 3
and aquaglyceroporins), while for diols the domina-
ting way of diffusion is a hydrophilic one, through
protein water channels [5]. Using mixtures of ami-
des and diols in cryoprotective media, one can signi-
ficantly reduce the time of saturation of spermatozoa
with cryoprotectants prior to freezing without re-
moving them from suspension before insemination.

Non-penetrating cryoprotectants, which, as a
rule, are water-soluble polymers, are not used for
cryopreservation of avian sperm alone, but only in
combination with penetrating ones. Adding a polymer
to a cryoprotective medium (in particular PVP with
the molecular weight of 12,000) exerts a positive
effect, but only in combinations with cryoprotec-
tants, which aqueous solutions have very low visco-
sity at subzero temperatures. Usage of polymers
allows considerable increasing in extracellular me-
dium viscosity as temperature declines, therefore
active influencing “water-ice” phase transition. It is
known [13] that water-soluble polymers are good
modifiers of crystal formation. Nevertheless their
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низкую вязкость при температурах около 0°С. Ис-
пользование полимеров позволяет существенно
повысить вязкость внеклеточной среды при снижении
температуры,  следовательно,  активно влиять на
фазовый переход "вода-лед". Известно [13], что
водорастворимые полимеры являются хорошими
модификаторами кристаллообразования льда. Но
положительный эффект полимеров наблюдается
только при очень низких концентрациях (0,1–0,3%),
что обусловлено, возможно, их дестабилизирующим
влиянием на мембраны сперматозоидов при более
высоком  содержании  в среде.

Таким образом, применяемые в настоящее время
защитные среды, разработанные на основе вышеопи-
санных  принципов их создания, позволяют сохранять
сперму птиц in vitro при положительных темпера-
турах и в глубокозамороженном состоянии без
утраты основной функции сперматозоидов – оплодо-
творяющей способности. Но поиск эффективных
криозащитных сред продолжается, так как до сих пор
не удается успешно криоконсервировать сперму
некоторых видов птиц, например индюков.

positive effects are only observed at very low con-
centrations, which is likely to be attributed to their
destabilising influence on spermatozoid membranes
at higher concentrations in media.

Thus applied at present cryoprotective media
developed on the ground of the principles above-
described allow in vitro storage of avian sperm at
positive temperatures and in deeply-frozen state
without loss in the main function of spermatozoa:
fecundating ability. But search for efficient cryopro-
tective media continues, since successful cryopre-
servation of sperm for some avian species (e.g.
turkey) still posses a challenge.
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