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Цель работы: разработка способа оценки качества спермы рыб по состоянию митохондрий сперматозоидов, 
которые связаны с их функциональной подвижностью.
Метод: для оценки качества спермы половозрелых разновозрастных самцов черноморского калкана из не-
рестовой популяции впервые был применён цитометрический анализ с предварительной окраской живых 
образцов спермы флуоресцентным красителем родамином 123, характеризующим мембранный потенциал 
митохондрий сперматозоидов.
В результате исследований определена индивидуальная вариабельность концентрации, размерного состава 
и флуоресценции окрашенных родамином сперматозоидов в сперме 27 половозрелых разновозрастных 
самцов калкана из одной нерестовой популяции. Концентрация сперматозоидов (с размером головки 2,2 
мкм) в семенной жидкости калкана составляла, в среднем, 2,8 ± 1,3 × 109 кл мл‑1, и варьировала индивиду-
ально в пределах от 0,56 до 4,98 × 109 кл мл‑1. Доля флуоресцирующих (т. е. с окрашенными родамином 123 
функциональными митохондриями) сперматозоидов составляла 86,3 ± 13,9 % от совокупности всех сперма-
тозоидов в образцах спермы. Внутри большой группы окрашенных родамином 123 сперматозоидов хорошо 
выделялась субгруппа более крупных (около 2,4 мкм), наиболее ярко флуоресцирующих и, по-видимому, 
наиболее метаболически активных сперматозоидов, доля которых составляла 16,2 ± 3,8 %.
Научная и практическая значимость: разработанный цитометрический протокол обеспечивает более точную 
оценку функциональности сперматозоидов в сперме черноморского калкана и других видов рыб, и может 
быть применён для исследования состояния репродуктивных характеристик рыб из естественных популяций, 
селекции наилучших производителей при создании маточных стад для аквакультурной промышленности 
и оценки состояния спермы рыб до и после криоконсервации.

Ключевые слова: черноморский калкан Scophthalmus maeoticus, сперматозоиды, проточная цитометрия, ро-
дамин 123, флуоресценция.
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Objective: the aim of this study was to develop a method for evaluating fish sperm quality based on the mi-
tochondrial status of spermatozoa, which is linked to their functional motility.
Methods: to assess sperm quality of sexually mature Black Sea turbot males of different ages from a spawn-
ing population, flow cytometric analysis with preliminary staining of live sperm samples using the fluorescent 
dye rhodamine 123, which characterizes the membrane potential of spermatozoa mitochondria, was applied 
for the first time.
Results: individual variability in concentration, size composition, and fluorescence of rhodamine-stained sper-
matozoa was determined in the sperm of 27 sexually mature turbot males of different ages from the same 
spawning population. The concentration of spermatozoa (with a head size of 2.2 μm) in turbot seminal fluid 
averaged 2.8 ± 1.3 × 109 cells ml‑1, and individually varied from 0.56 to 4.98 × 109 cells ml‑1. The proportion of 
fluorescent spermatozoa (i. e., with functional mitochondria stained by rhodamine 123) was 86.3 ± 13.9 % of 
all spermatozoa in the sperm samples. Within the large group of rhodamine 123‑stained spermatozoa, a sub-
group of larger cells (approximately 2.4 μm) with the most intense fluorescence and, apparently, the highest 
metabolic activity was clearly distinguished, comprising 16.2 ± 3.8 %.
Novelty and Practical significance: the developed cytometric protocol provides a more accurate assessment of 
spermatozoa functionality in the sperm of Black Sea turbot and other fish species. It can be applied for investi-
gating reproductive characteristics of fish from natural populations, selecting the best breeders when creating 
broodstock for aquaculture, and evaluating fish sperm quality before and after cryopreservation.

Keywords: Black Sea turbot Scophthalmus maeoticus, sperm, spermatozoa, flow cytometry, rhodamin 123, 
fluorescence.
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ВВЕДЕНИЕ

Черноморский калкан Scophthalmus maeoticus 
(Pallas, 1814) – ​морской демерсальный вид рыб, один 
из наиболее ценных для промышленного рыболов-
ства в Чёрном море и, потенциально, перспективный 
для промышленной аквакультуры. Морфологиче-
ская близость калкана к его ближайшему родствен-
нику – ​атлантическому тюрбо, S. maximum (L. , 1758) 
[Chanet, 2003; Voronina, 2010] дополняется конспец-
ифичностью этих видов, которая была подтверждена 
молекулярно-генетическими исследованиями [Turan 
et al., 2019]. Популяции калкана распространены не-
равномерно по континентальному шельфу Чёрного 
моря (47°N–41°N, 27°E–42°E), преимущественно 
на илисто-песчаных грунтах до глубин более 100 м. 
Массовый нерест калкана начинается в весенний пе-
риод в разное время, в зависимости от региона Чёр-
ного моря, но преимущественно проходит в течение 
2‑месячного периода с середины апреля до середи-
ны июня [Марти, 1939]. Несмотря на то, что репро-
дуктивный потенциал популяции калкана обычно 
оценивают по характеристикам самок: их возраст-
ному составу и размерам, гонадо-соматическому ин-
дексу, плодовитости, качеству икры [Гирагосов, 2020], 
эффективность нереста рыб в естественных популя-
циях, также как и их воспроизводство в условиях ис-
кусственного выращивания, в значительной степени 
определяется и репродуктивными характеристика-
ми самцов. Результативность нереста может зави-
сеть от состояния самцов, их способности к сперми-
ации и активности спермы. Качество спермы рыб р. 
Scophthalmus зависит от условий среды и питания 
и влияет на состояние здоровья потомства на ран-
них стадиях его развития [Liu et al. , 2021]. Синер-
гетический эффект влияния плохого качества муж-
ских гамет может приводить и к низкому проценту 
нормального оплодотворения, и к низкому качеству 
потомства, что, в свою очередь, может стать причи-
ной значительного снижения уровня воспроизвод-
ства популяции. Рыбам р. Scophthalmus свойственно 
исключительно внешнее моноспермное оплодотво-
рение, при котором в яйцеклетку через видоспеци-
фическое микропиле проникает только один спер-
матозоид [Bian et al. , 2010]. При контакте с водой 
у выметанных ооцитов быстро уплотняется оболоч-
ка, через которую спермии уже проникнуть не могут, 
а период между соприкосновением икры с водной 
средой и возможным проникновением спермато-
зоида через микропиле у рыб р. Scophthalmus не 
превышает 20 сек. [Cosson, 2004]. Физиологические 
характеристики сперматозоидов обычно зависят от 

целостности мембраны клетки и активности её ми-
тохондрий [Dreanno et al. , 1999].

Прогрессивное движение сперматозоидов и их 
жизнеспособность зависят от состояния мембранного 
потенциала митохондрий (МПМ) сперматозоида. Из-
вестно, что МПМ положительно коррелирует с погло-
щением и интенсивностью флуоресценции родамина 
123 (R123) [Evenson et al. , 1982], который накаплива-
ется только в функциональных митохондриях живых 
клеток [Segovia et al. , 2000] благодаря негативному 
потенциалу внутренней мембраны митохондрий [Liu 
et al. , 2007]. Соответственно, интенсивность флуорес-
ценции является индикатором состояния МПМ, кото-
рое, в свою очередь, коррелирует с потенциальной 
способностью спермы к оплодотворению [Paniagua-
Chavez et al. , 2006]. Интенсивность окраски сперма-
тозоидов зависит как от количества митохондрий, так 
и от величины МПМ, характеризующих интенсивность 
метаболических процессов в клетке [Darzynkiewicz et 
al. , 1982]. По интенсивности флуоресценции клеток, 
окрашенных R123, можно оценивать энергетические 
показатели сперматозоидов. Цитометрический анализ 
спермы может дать более точную оценку жизнеспо-
собности сперматозоидов по сравнению с традицион-
ными микроскопическими методами (оценка концен-
трации в камере Горяева и оценка подвижности спер-
матозоидов в мазке разбавленной спермы по разным 
шкалам) как по информативности, так и по скорости 
анализа.

Целью работы было разработать метод оценки 
состояния спермы рыб методом проточной цитоме-
трии с применением флуоресцентного маркера МПМ 
родамина 123 (R123); определить размерный состав 
и концентрацию сперматозоидов в сперме черномор-
ского калкана цитометрическим методом; оценить со-
стояние МПМ сперматозоидов в зависимости от ха-
рактеристик флуоресценции при окрашивании R123 
и оценить возможную связь между МПМ сперматозо-
идов в образцах спермы и биологическими характе-
ристиками самцов калкана.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Для исследований использовали индивидуаль-
ные пробы спермы интактных половозрелых самцов 
черноморского калкана (27 экз.), отловленных с по-
мощью камбальных жаберных сетей с размером ячеи 
200 мм на глубинах 50-95 м в акватории юго-запад-
ного шельфа Крымского полуострова с координатами 
44º36' N, 33º19' E – ​44°39' N, 33°28' E в течение есте-
ственного нерестового сезона (апрель-май) 2010 г. 
[Giragosov, Khanaychenko, 2012]. Поскольку загрязне-
ние спермы отрицательно влияет на физиологическое 
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состояние сперматозоидов, снижая содержание вну-
триклеточного АТФ [Dreanno et al. , 1998], до сцежи-
вания спермы у рыб аккуратно опорожняли мочевой 
пузырь и кишечный тракт, генитальную область про-
мывали водой, обсушивали, а после этого в процессе 
лёгкого абдоминального массажа получали чистую те-
кучую сперму, которую отбирали в стерильные шпри-
цы, оценивали общий объём разовой спермопродук-
ции и до лабораторного анализа сохраняли без досту-
па воздуха и влаги в закрытых шприцах при темпера-
туре 4 ± 1 °C (в термосе) соответственно стандартным 
условиям кратковременного хранения спермы рыб 
[Павлов, 2006].

После доставки проб (образцов) спермы калкана 
в лабораторию их разбавляли стерильной черномор-
ской водой (1:10000) и окрашивали липофильным 
флуорохромным зелёным красителем R123 (Sigma-
Aldrich, США, конечная концентрация 2 мкг/мл). Бла-
годаря своим липофильным свойствам R123 проника-
ет через плазматическую мембрану клетки, а наличие 
его катионных свойств определяет его накопление 
в функционирующих митохондриях клетки, несущих 
отрицательный заряд на своей внутренней мембране 
(согласно фото сканирующей электронной микроско-
пии спермы калкана (собств. неопубл. данные) – ​на 
муфтообразном выступе вокруг короткой централь-
ной средней части его сперматозоида располагается 
не менее 9 митохондрий). Поглощённый R123 обеспе-
чивает флуоресцентные изображения митохондрий 
с высоким разрешением, которые можно использо-
вать для оценки состояния митохондрий и мембран-

ного потенциала митохондрий, и, соответственно для 
дифференцировки различных групп функциониру-
ющих и дисфункциональных сперматозоидов. Цито-
метрические исследования окрашенной родамином 
спермы калкана проводили с помощью проточного 
цитометра CytomicsTM FC 500 (BeckmanCoulter, США), 
оборудованного 488 нм однофазным аргоновым ла-
зером, и программного обеспечения CXP.

Идентификацию сперматозоидов и их подгрупп 
с разным состоянием ММП проводили на цитограм-
мах на основе их размерных характеристик (свето-
рассеивания) и флуоресценции R123 в зелёной об-
ласти спектра (пример анализа пробы приводится на 
рис. 1). Общую численность сперматозоидов опреде-
ляли с помощью их гейтинга на 2‑параметрических 
цитограмме прямого (канал FS) и бокового (SS) све-
торассеивания, где они образовывали хорошо выра-
женный кластер точек (гейт S на рис. 1.1). Далее от-
дельно исследовали кластер S на 2‑параметрических 
цитограммах размеров (FS) и зелёной флуоресценции 
R123 (канал FL1, 525 нм) (рис. 1.2), а также гистограм-
ме FL1 (рис. 1.3), что позволяло количественно оце-
нить интенсивность флуоресценции функциональных 
митохондрий. Соответственно, выделяли две группы 
сперматозоидов: неокрашенные (R-) и окрашенные 
R123 (R+) (рис. 1.2-1.3). Дополнительно, среди (R+) 
оценивали долю и уровень МПМ сперматозоидов 
с максимальной флуоресценцией (SR+), которые об-
разовывали на цитограммах заметный субкластер то-
чек на «вершине» кластера R+ (см. обозначение SR+ 
на рис. 1.2 и 1.3).

Рис. 1. Цитограммы спермы калкана, окрашенной родамином (R123) (разбавление 1:10000). Условные обозначения: 
совокупность всех сперматозоидов (S) (1.1), кластер неокрашенных сперматозоидов (R–), кластер окрашенных родамином 
сперматозоидов (R+) (1.2), субкластер (SR+), более крупных сперматозоидов с более интенсивной флуоресценцией R123 

(1.3). Переменные прямого (FS) и бокового (SS) светорассеяния и зелёной флуоресценции R123 (FL1)
Fig. 1. Cytograms of turbot sperm stained with rhodamine (R123) (dilution 1:10000). Legend: total population of spermatozoa 
(S) (1.1), cluster of unstained spermatozoa (R–), cluster of rhodamine-stained spermatozoa (R+) (1.2), subcluster (SR+) of larger 
spermatozoa with more intense rhodamine 123 fluorescence (1.3). Variables of forward scatter (FS), side scatter (SS), and green 

fluorescence of rhodamine 123 (FL1)
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Контроль качества цитометрических измерений 
проводили с помощью калибровочных флуоросфер 
Flow-CheckTM (Beckman Coulter). Средние размеры 
сперматозоидов (их эквивалентный сферический ди-
аметр – ​ESD) рассчитывали из соответствующих вели-
чин FS на основе калибровочных измерений, которые 
были проведены с набором полиэстеровых микрос-
фер (Polysciences, Inc.) известного размера в диапа-
зоне от 0,5 до 10 мкм.

Для всех самцов калкана, качество спермы кото-
рых оценивали с помощью цитометрического метода, 
был предварительно проведён биологический анализ 
по типовым методикам [Правдин, 1966]. Возраст рыб 
был определён по отолитам. Данные цитометрическо-
го анализа спермы самцов калкана были сопоставле-
ны с данными биологического анализа черноморско-
го калкана: общей длины (TL, см) и массы тела (W, г), 
и гонад (Wg, г), и коэффициентом упитанности рыб по 
Фултону (F). Коэффициент упитанности был рассчитан 
с использованием значений стандартной длины тела 
(SL, см), общей массы тела по уравнению в следующей 
форме: упитанность рыбы по Фултону F = W / SL3 × 100.

Статистический анализ проводили с использова-
нием программного обеспечения Excel и Statistica 10. 
Значения были выражены как среднее ± стандартное 
отклонение. Односторонний дисперсионный анализ 
(ANOVA) был использован для анализа различий меж-

ду средними значениями данных. Различия считались 
достоверными при р < 0,05. Для анализа возможной 
связи цитометрических показателей спермы и биоло-
гических характеристик самцов был использован ме-
тод линейной регрессии. Построение модели линей-
ной регрессии и расчёт коэффициента детерминации 
R2 проводили с помощью программы STATISTICA 10.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖ ДЕНИЕ

Анализ спермы калкана проводили на статистиче-
ски достоверной группе (27 экз.) половозрелых сам-
цов с разбросом длины от 47 до 55,5 см и веса от 1,8 
до 2,8 кг.

Согласно данным проведённого нами цитометри-
ческого анализа концентрация сперматозоидов (S) 
в сперме черноморского калкана из природных попу-
ляций варьировала от 0,6 до 5 × 109 кл мл‑1, в среднем 
для всех изученных проб составляя 2,8 × 109 кл мл‑1. 
Индивидуальные пробы спермы, полученные от раз-
ных самцов, различались не только по концентрации 
сперматозоидов, но и по количественному соотноше-
нию входящих в них кластеров неокрашенных (R-) 
и окрашенных R123 сперматозоидов (R+). В среднем, 
доля кластера окрашенных родамином сперматозои-
дов (R+) в составе всей совокупности сперматозоидов 
составила 86,3 ± 13,9 %, варьируя на индивидуальном 
уровне от 41,1 до 93,3 %. Доля сперматозоидов с бо-

Рис. 2. Зависимость общей концентрации сперматозоидов (S) и доли окрашенных родамином 123 сперматозоидов (R+) 
в сперме калкана от биологических показателей самцов: длины, TL, см) (А1 и А2), веса рыбы W, кг (Б1 и Б2), веса гонад Wg, 

г (В1 и В2), коэффициента упитанности F (Г1 и Г2)
Fig. 2. Relationship between the total concentration of spermatozoa (S) and the proportion of rhodamine 123‑stained 
spermatozoa (R+) in turbot sperm and male biological parameters: fish length, TL, cm (A1 and A2), fish weight W, kg (Б1 and Б2), 

gonad weight Wg, g (В1 and В2), condition factor F (Г1 and Г2)
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лее яркой флуоресценцией R123 – ​«суперокрашен-
ных» сперматозоидов (SR+) составляла, в среднем, 
16,2 ± 3,8 % от общего числа окрашенных родамином 
(R+) сперматозоидов, варьируя от 8,4 до 28,4 %. Цито-
метрические оценки размеров сперматозоидов груп-
пы SR+ (ESD = 2,35 ± 0,02 мкм) оказались достоверно 
(P < 0,05) выше средней ESD (2,23 ± 0,03 мкм) сперма-
тозоидов в совокупной группы окрашенных родами-
ном (R+). —

Проведённый анализ не выявил значимой связи 
между биологическими характеристиками самцов 
и цитометрическими характеристиками их спермы 
(рис. 2). Концентрация сперматозоидов в разных об-
разцах спермы (S) не зависела ни от размеров (длины, 
TL, см) (рис. 2 А1), ни от веса (W, кг) (рис. 2 Б1) рыбы 
или от веса её гонад (Wg, г) (рис. 2 В1), однако показа-
ла незначительную обратно пропорциональную зави-
симость от коэффициента упитанности рыбы F (рис. 2 
Г1). Доля окрашенных R123 сперматозоидов (R+, %) 

в сперме калкана также не зависела ни от одного из 
биологических показателей: длины, TL, см (рис. 2 А2), 
веса W, кг (рис. 2 Б2), веса гонад Wg, г (рис. 2 В2), ко-
эффициента упитанности F (рис. 2 Г2).

Общая доля окрашенных сперматозоидов (R+) 
коррелировала с общей концентрацией сперматозо-
идов (S) в сперме (рис. 3 А), также как и доля супе-
рокрашенных родамином (SR+) с совокупной долей 
окрашенных родамином (R+) сперматозоидов (рис. 3 
Б)  с высокими коэффициентами детерминации R2 
(0,87 и 0,82, соответственно). Напротив, ни доля су-
перокрашенных (SR+), ни совокупность окрашенных 
сперматозоидов (R+) не коррелировали с общей кон-
центрацией сперматозоидов в сперме калкана (рис. 3 
B и 3 Г).

Вариации концентрации сперматозоидов (S) 
в сперме черноморского калкана из природных по-
пуляций, полученные с помощью цитометрического 
анализа (0,6–5 × 109 кл мл‑1), составили, в среднем, для 

Рис. 3. Зависимости: (А) – ​доли окрашенных родамином 123 сперматозоидов (R+) от общей концентрации сперматозоидов 
в сперме калкана (S); (Б) – ​доли суперокрашенных (SR+) от совокупной доли окрашенных родамином 123 (R+); (В) – ​доли 
суперокрашенных (SR+) и (Г) – ​совокупной доли окрашенных сперматозоидов (R+) от общей концентрации сперматозоидов 

в сперме (S+)
Fig. 3. Relationships between: (A) – ​proportion of rhodamine 123‑stained spermatozoa (R+) and total concentration of 
spermatozoa in turbot sperm (S); (Б) – ​proportion of super-stained spermatozoa (SR+) and total proportion of rhodamine 
123‑stained spermatozoa (R+); (В) – ​proportion of super-stained spermatozoa (SR+) and (Г) – ​total proportion of stained 

spermatozoa (R+) relative to the total concentration of spermatozoa in sperm (S+)
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всех изученных проб 2,8 × 109 кл мл‑1. Эти показатели 
оказались сопоставимы со значениями концентрации 
спермы калкана из того же региона, определёнными 
с помощью прямого счёта в камере Горяева [Baiandina 
et al. , 2022], что позволяет нам говорить о сходимости 
данных методов подсчёта концентрации. У половозре-
лых самцов культивируемого калкана в турецком экс-
периментальном питомнике концентрация сперматозо-
идов в сперме была достоверно ниже – ​1,98 ± 0,30 × 109 
кл мл‑1 [Polat et al., 2023], что, возможно, связано с тем, 
что в экспериментальных условиях аквакультуры, рыбы 
более подвержены стрессу, и условия их созревания 
и питания не полностью соответствуют условиям для 
оптимального процесса сперматогенеза.

Усреднённые размерные характеристики (ESD, 
мкм) сперматозоидов калкана, определённые нами 
с помощью проточной цитометрии (2,23 ± 0,03 мкм), 
были сравнимы с размерными характеристиками спер-
матозоидов балтийского тюрбо, определёнными с по-
мощью микроскопических измерений, варьирующими 
от 2,10 ± 0,03 до 2,3 ± 0,04 мкм для разных локаций 
Балтики [Gosz et al. , 2010]. Размерные характеристики 
сперматозоидов тюрбо из французских аквакультур-
ных питомников варьировали в более широких преде-
лах 2,2 ± 0,3 мкм – ​2,9 ± 0,3 мкм) [Dreanno et al. , 1999].

ОБСУЖ ДЕНИЕ

Долю/процент сперматозоидов, окрашиваемых 
R123, можно интерпретировать как долю спермато-
зоидов с функциональными митохондриями в соста-
ве общей совокупности сперматозоидов [Barbagallo 
et al. , 2020]. Поскольку R123 накапливается мито-
хондриями в ответ на электрохимический градиент, 
создаваемый потенциалом митохондриальной мем-
браны, его поглощение чувствительно к таким фак-
торам, как уровень калия или ионов водорода, кото-
рые непосредственно снижают потенциал митохон-
дриальной мембраны, и, соответственно, с помощью 
метода можно достаточно точно оценивать уровень 
мембранно-опосредованных повреждений.

Полученные нами данные указывают на измен-
чивость состава спермы (концентрации и соотноше-
ния групп сперматозоидов с разной активностью, их 
размеров и значений МПМ, окрашенных родамином), 
варьирующих, по-видимому, в зависимости от инди-
видуальной генетики и физиологического состоя-
ния конкретного организма. Совокупность факторов 
может влиять как на запасы АТФ в сперматозоидах, 
так и на состояние и состав мембран сперматозои-
дов. Известно, что, помимо различий между составом 
спермы разных индивидуумов, в любом образце ин-
дивидуальной спермы могут присутствовать гетеро-

генные кластеры сперматозоидов [Holt et al. , 2004]. 
Существование кластеров более активных спермато-
зоидов (SR+) в общей совокупности сперматозоидов 
спермы разных самцов калкана, может обусловливать 
повышение конкурентоспособности спермы в разно-
образных условиях среды. Физиологические характе-
ристики сперматозоидов кластера SR+ остаются пока 
не выясненными, однако, по-видимому, они образуют 
наиболее активную фракцию спермы.

Подвижность сперматозоидов у р. Scophthalmus 
безусловно зависит, главным образом, от эндогенно-
го содержания АТФ, накопленного заранее в митохон-
дриях сперматозоидов, и основная часть катаболиз-
ма АТФ связана с динеин-АТФ-азой, в противополож-
ность другим рыбам, а не с АТФ, полученной в процес-
се митохондриальной фосфориляции в течение под-
вижной фазы. В интактной сперме рыб р. Scophthalmus 
90 % аденозиновых нуклеотидов находятся в наибо-
лее высокоэнергетической форме – ​АТФ с внутрикле-
точным содержанием в пределах 17-23 нмоль 10–8 
сп. .–1 в исходно неподвижном сперматозоиде тюрбо 
в неактивированной сперме [Dreanno et al. , 1998]. 
Однако, известно, что часть дополнительной, необхо-
димой для более длительного движения спермато-
зоидов, энергии, поступает в результате анаэробной 
ферментации и окислительного фосфорилирования 
[Dreanno et al. , 2000], и вырабатывается в процессе 
движения сперматозоида за счёт высокой эффектив-
ности митохондриального окислительного фосфори-
лирования / митохондриальной активности [Dreanno 
et al. , 1999]. Во время периода «перезагрузки», про-
исходящей, предположительно, в результате дыха-
тельной активности митохондрий [Cosson et al., 2008], 
в процессе движения сперматозоида за счёт высокой 
эффективности митохондриального окислительного 
фосфорилирования / митохондриальной активности 
сперматозоиды рыб р. Scophthalmus восстанавливают 
практически исходный уровень АТФ клетки [Dreanno 
et al. , 1998]. Эти особенности метаболизма спермато-
зоидов калкана поясняют важность функционально-
сти их митохондрий для жизнеспособности и длитель-
ности движения сперматозоидов.

Особенность спермы камбалы калкан, выделя-
ющая её среди спермы не только пресноводных, но 
и других морских рыб, характеризуется также присут-
ствием в её липидном составе значительного количе-
ства фосфолипидов, с доминированием фосфатидил-
холина, имеющего высокое сродство с мембранами. 
В составе фосфатидилэтаноламина спермы калка-
на обнаружено высокое содержание ненасыщенной 
жирной докозагексаеновой кислоты (ДГК) 22:6n‑3 
(до 21,6 %) [Drokin, 1993], обеспечивающей высокую 
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проницаемость мембран. Вариабельность ДГК в спер-
ме калкана, связанная с метаболизмом и стрессом, 
может влиять на состояние МПМ, определяемое с по-
мощью данного метода. Индивидуальные различия 
в соотношении эссенциальных компонентов, особен-
но полиненасыщенных жирных кислот (ПНЖК) в со-
ставе спермы калкана, могут влиять на механизмы 
осморегуляции сперматозоидов, и, соответственно, 
на их подвижность. Например, известно, что добавка 
витамина Е в пище приводила к увеличению содер-
жания ПНЖК и, как следствие, к улучшению качества 
спермы (концентрации, подвижности и морфологии 
сперматозоидов) тюрбо [Xu et al. , 2015].

Первые пробные эксперименты по кратковре-
менному замораживанию спермы черноморского 
калкана и успешному искусственному оплодотворе-
нию икры спермой после её заморозки и оттаивания 
показали возможность сохранения жизнеспособно-
сти спермы калкана после замораживания. Несмотря 
на снижение активности спермы после эксперимен-
тальной криоконсервации (с 80 % у нативной до 60 % 
у размороженной), развитие икры калкана после её 
оплодотворения размороженной спермой, проходи-
ло без аномалий [Копейка и др. , 1987]. Проточный 
цитометрический анализ спермы близкородствен-
ного калкану тюрбо Scophthalmus maximus после её 
замораживания выявил до 93 % (в среднем 80 %) не-
повреждённых плазматических мембран и митохон-
дрий сперматозоидов [Ogier De Baulny et al. , 1997], 
и нормальную дыхательную активность митохондрий 
[Dreanno et al. , 1997]. Криоконсервация спермы тюр-
бо для целей аквакультуры показала возможность ис-
пользования её после разморозки для оплодотворе-
ния икры с результатами процента оплодотворения 
(и, впоследствии, вылуплением личинок), сопостави-
мыми с таковыми при использовании свежей спермы 
[Chen et al. , 2004].

Отсутствие значимой связи/корреляции между 
цитометрическими характеристиками сперматозои-
дов с биологическими показателями самцов калка-
на, по-видимому, свидетельствует о том, что, несмотря 
на различия в длине и весе (от 47 до 55,5 см и весом 
от 1,8 до 2,8 кг) рыб, образцы спермы принадлежа-
ли к достаточно однородной группе половозрелых 
самцов из одной нерестовой популяции, находящей-
ся в сходных экологических и трофических условиях. 
Аналогично, ранее не было обнаружено значимой 
корреляции между различиями в морфологических 
характеристиках сперматозоидов и характеристиками 
самцов (длина, объём сперматозоидов, масса гонад, 
гонадосоматический индекс) у балтийского тюрбо 
[Gosz et al. , 2010]; также как и между характеристи-

ками спермы и весом, и возрастом самцов атланти-
ческого тюрбо (в диапазоне веса 1,4-3,2 кг) из евро-
пейских аквакультурных ферм [Suquet et al. , 1994]. 
Индивидуальные различия характеристик спермы, 
безусловно, отражают комбинированные взаимодей-
ствия между генетическими характеристиками и фи-
зиологическим состоянием самцов, помимо влияния 
многочисленных абиотических и биотических факто-
ров [Kowalskj, Cejko, 2019].

ЗАК ЛЮЧЕНИЕ

Разработка эффективных методов оценки спермы 
необходима как для оценки состояния репродуктив-
ных характеристик самцов черноморского калкана из 
естественных популяций, которые можно будет исполь-
зовать для селекции наилучших производителей как 
для создания маточных стад калкана и других видов 
ценных морских рыб для аквакультурной промышлен-
ности, так и для оценки состояния их сперматозоидов 
в процессе и после их криоконсервации. В перспек-
тиве для оценки интактной и криопрезервированной 
спермы при создании банка спермы самцов черномор-
ского калкана в целях генетико-селекционных работ по 
данному виду, как это практикуется для атлантического 
тюрбо, может быть рекомендован модифицированный 
метод проточной цитометрии, результаты анализа ко-
торого показаны в данной работе.
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