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Ðåçþìå
Íàïðàâåíè ñà êîìïþòúðåí ñïåðìîàíàëèç è èìóíîöèòîõèìè÷íè èçñëåäâàíèÿ íà åôåêòà îò ïðèëîæåíèå íà 

ñåëåêòèðàíè ñåìåííè ïðîòåèíè ïðè íèñêî òåìïåðàòóðíî ñúõðàíåíèå íà ñïåðìàòîçîèäè îò êî÷. Óñòàíîâåíî å, ÷å 
íèñêîìîëåêóëíèòå ñåìåííè ïðîòåèíè ïðîòåêòèðàò äîñòîâåðíî ïî–äîáðå ìîòèëèòåòà íà ñïåðìàòîçîèäèòå (24,91%
ñðåùó 4,66% íà ïðîãðåñèâíî ïîäâèæíèòå ñïåðìàòîçîèäè, ïðè p<0,001). Ñúùî òàêà ñå íàáëþäàâà, ÷å ïðè òåçè êëåòêè 
å ñúõðàíåíà â ïî-âèñîêà ñòåïåí ñêîðîñòòà íà äâèæåíèå (33,23% ñðåùó 1,9% íà áúðçîïîäâèæíèòå ñïåðìàòîçîèäè, 
ïðè p<0,001). Èìóíîöèòîõèìè÷íî ñå âèçóàëèçèðà ïðèêðåïÿíå íà ÑÏ êúì ÏÌ â àïèêàëíèÿ ðåãèîí íà ãëàâè÷êàòà, 
òÿëîòî è îïàøêàòà íà ñïåðìàòîçîèäèòå, êîåòî ïðåäïîëàãà, ÷å ïî òîçè íà÷èí ìîæå äà ñå ïîâëèÿâà êëåòú÷íèÿò 
âèòàëèòåò. Â ñåëåêòèðàíèòå ÷ðåç õðîìàòîãðàôèÿ ñåìèíàëíî-ïëàçìåíè ïðîòåèíè ñ ìîëåêóëíà ìàñà ïîä 30 kDa ñå 
ñúäúðæàò ìîëåêóëíè ôàêòîðè, êîèòî èìàò ïðîòåêòèðàù åôåêò âúðõó ñïåðìàòîçîèäèòå îò êî÷ ïðè in vitro ñúõðàíÿâàíå 
ïðè íèñêè òåìïåðàòóðè.

Abstract
A sperm computer analysis and immunocytochemistry of separated seminal plasma proteins during low temperature 

storage of ram spermatozoa were carried out. It was found that low molecular weight seminal plasma proteins reliably 
protect the sperm motility (24.91% against 4.66% of progressively motile sperm at p<0.001). It was also observed that the 
velocity of sperm cells from sample 11 was better than in sample 3 (respectively 33.23% against 1.9% of the high motile 
sperm at p<0.001). Immunocytochemical analyses visualized that some of the seminal plasma proteins (SPPs) attached to 
the plasma membrane in the apical region of the head, midpiece and sperm tail. This gives us a good reason to suggest that 
these attached proteins may affect cell vitality. In conclusion, seminal plasma proteins with low molecular weight selected 
chromatographically contained molecular factors that could have protective effects on the ram sperm during in vitro storage 
at low temperatures.

Êëþ÷îâè äóìè: ñåìåííè ïðîòåèíè, ïîäâèæíîñò, êîìïþòúðåí ñïåðìîàíàëèç, ñïåðìàòîçîèäè, in vitro ñúõðàíÿâàíå. 
Kew words: seminal plasma proteins, motility, computer sperm analysis, spermatozoa, in vitro storage. 
Àáðåâèàòóðà: ÑÏ - ñåìåííè ïðîòåèíè, ÏÌ – ïëàçìåíà ìåìáðàíà, ÑÏë – ñåìåííà ïëàçìà.
Abbreviations: SPP – seminal plasma proteins, PM – plasma membrane.
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ÂÚÂÅÄÅÍÈÅ
Ñåìåííàòà ïëàçìà (ÑÏë) ñúäúðæà áîãàòà ãàìà

îò áåëòúöè, àìèíîêèñåëèíè, âèòàìèíè, åíçèìè, ñîëè,
âúãëåõèäðàòè, õîðìîíè è äð. ñóáñòàíöèè. ÑÏë å ñìåñ
îò ñåêðåòèòå íà äîïúëíèòåëíèòå ïîëîâè æëåçè è íà
îòäåëÿùèÿ ñå, ìàêàð è â ìàëêî êîëè÷åñòâî, ñåêðåò â
íàäñåìåííèêà, ñåìåïðîâîäà è óðåòðàòà (Hafez et al.,
1993). Êîíòàêòúò íà ñïåðìàòîçîèäèòå ñúñ ÑÏë âîäè äî
àêòèâèðàíå íà ïîäâèæíîñòòà íà ãàìåòèòå. Â ïëàçìàòà
èìà ôàêòîðè, êîèòî èãðàÿò ñúùåñòâåíà ðîëÿ âúðõó
îïëîäèòåëíàòà ñïîñîáíîñò íà ñïåðìàòîçîèäèòå (Fraser
et al., 1996).

Âçàèìîäåéñòâèåòî íà ñïåðìàòîçîèäèòå ñúñ
çàîáèêàëÿùàòà ãè ñðåäà å âàæåí ôàêòîð, êîéòî
ïîâëèÿâà òåõíèÿ èíòåãðèòåò è îïëîäèòåëíàòà èì
ñïîñîáíîñò (Manjunath et al., 2002). Â ïîñëåäíèòå ãîäèíè
îñîáåíî âíèìàíèå ñå îáðúùà íà ïðîòåèíèòå îò ÑÏë è
òÿõíàòà ðîëÿ ïðè êëåòú÷íàòà òðàíñôîðìàöèÿ ñëåä
åÿêóëàöèÿ. Êîëè÷åñòâîòî íà ïðîòåèíè â ÑÏë âàðèðà ïðè
ðàçëè÷íèòå âèäîâå áîçàéíèöè è èìà âàæíè åôåêòè
âúðõó ôóíêöèÿòà íà ñïåðìàòîçîèäèòå. Íÿêîè ñåìåííè
ïðîòåèíè (ÑÏ) ïîâëèÿâàò ïîäâèæíîñòòà è ïðåæèâÿå-
ìîñòòà èì, êàêòî è ìîãàò äà îêàæàò âëèÿíèÿ âúðõó
îïëîäèòåëíèÿ ïîòåíöèàë (Cross et al., 1993; Mortarino
et al., 1998; Strzezek et al., 2002). Íÿêîëêî ÑÏ ñà îïèñàíè
êàòî èíôåðòèëíè ôàêòîðè ïðè êîíå (Brandon et al., 1999),
áèê  (Bhargava et al., 1986) è ÷îâåê (Audhya et al., 1987).
ÑÏ ó÷àñòâàò â ïðîöåñà íà êàïàöèòàöèÿ íà
ñïåðìàòîçîèäèòå (Manjunath et al., 2002). Ñúùî òàêà å
óñòàíîâåíî, ÷å ïðèêðåïÿíåòî íà íÿêîè ïðîòåèíè êúì
ñïåðìàòîçîèäèòå ìîæå äà çàáàâè êàïàöèòàöèÿòà è
àêðîçîìíàòà ðåàêöèÿ (Fraser et al., 1996). Òåçè ïðîòåèíè
ñà îïèñàíè êàòî „äåêàïàöèòèðàù ôàêòîð” è ìîãàò äà
äîâåäàò äî íàìàëÿâàíå íà îïëîäèòåëíèÿ ïîòåíöèaë íà
ãàìåòèòå in vivo. Çàòîâà „äåêàïàöèòè-ðàùèòå” áåëòúöè
òðÿáâà äà áúäàò ïðåìàõíàòè, ìîäèôèöèðàíè èëè
„çàìàñêèðàíè” ïðåäè íà÷àëîòî íà àêðîçîìíàòà ðåàêöèÿ,
êîåòî å âàæåí ïðîöåñ çà óñïåøíî îïëîæäàíå. Killian et
al. (1993) îïèñâàò íàëè÷èåòî íà ò.íàð. „ñâúðçàíè ñ
ïëîäîâèòîñòòà ïðîòåèíè” („fertility-associated proteins”),
êîèòî ïðèñúñòâàò â ÑÏë îò áèê è èìàò çíà÷åíèå çà
ôåðòèëíîñòòà íà ãàìåòèòå. Ñúùåñòâóâàò ÑÏ ñ
öèòîòîêñè÷íî äåéñòâèå, êîèòî ïîâëèÿâàò ëåâêîöèòèòå
â æåíñêèÿ ïîëîâ ïúò è èìàò îñîáåíî âàæíî çíà÷åíèå
ïðè îïëîæäàíåòî. Äîêàçàíî å, ÷å êîìïîíåíòè íà ÑÏë
ïðèòåæàâàò àíòèîêñèäàíòíà ôóíêöèÿ, êîÿòî ïðåäïàçâà
ñïåðìàòîçîèäèòå îò äåéñòâèåòî íà ðàçëè÷íèòå ñâîáîäíè
ðàäèêàëè. Ïðîòåîìíèòå ïðîó÷âàíèÿ ïðåç ïîñëåäíèòå
ãîäèíè óñòàíîâèõà, ÷å íÿêîè áåëòúöè îò ÑÏë ìîæå äà
ñå èçïîëçâàò êàòî ìàðêåðè ïðè ðàçëè÷íè çàáîëÿâàíèÿ
íà ìúæêàòà ïîëîâà ñèñòåìà.

Êðèîêîíñåðâàöèÿòà íà ïîëîâè êëåòêè îò öåííè
æèâîòèíñêè âèäîâå è ÷îâåê çàåìà èçêëþ÷èòåëíî âàæíî
ìÿñòî â îáëàñòòà íà ðåïðîäóêòèâíàòà áèîëîãèÿ.

Óñïåøíîòî ðåøàâàíå íà ïðîáëåìèòå â òîâà
íàïðàâëåíèå èçèñêâà íåïðåêúñíàòî óñúâúðøåíñòâàíå
íà òåõíîëîãèèòå çà çàìðàçÿâàíå è ðàçìðàçÿâàíå. Çà äà
ñå íàìàëÿò âúçäåéñòâèÿòà íà âðåäíèòå ôàêòîðè âúðõó
êëåòêèòå ïðè ñúõðàíÿâàíå ïðè íèñêè è óëòðàíèñêè
òåìïåðàòóðè, ñå èçïîëçâàò ðàçëè÷íè êðèîïðîòåêòîðè.
Èçñëåäâàíèÿòà â ïîñëåäíèòå ãîäèíè ïîêàçàõà, ÷å
ñúùåñòâóâàò ÑÏ, êîèòî âåðîÿòíî èìàò ïðîòåêòèâåí
åôåêò è ïðåäïàçâàò ïîëîâèòå êëåòêè îò óâðåæäàùîòî
äåéñòâèå íà íèñêèòå òåìïåðàòóðè ïðè òåìïåðàòóðåí øîê
(Desnoyers et al., 2003; Barrios et al., 2005; Kukov et al.,
2009). Ïðè èçñëåäâàíèÿ íà áåëòúöè îò ÑÏë íà êî÷
Barrios è ñúàâòîðè óñòàíîâÿâàò, ÷å ïðîòåèíè ñ ìîëåêóëíà
ìàñà îêîëî 14 è 20 êDà âçàèìîäåéñòâàò ñ êëåòú÷íàòà
ïîâúðõíîñò è èìàò ïðîòåêòèâåí åôåêò ïðè
ñúõðàíÿâàíåòî íà çðåëèòå ìúæêè ïîëîâè êëåòêè ïðè
íèñêè òåìïåðàòóðè (Barrios et al., 2000). Êàêâà å
áèîëîãè÷íàòà è ôóíêöèîíàëíàòà ðîëÿ íà áåëòúöèòå îò
ÑÏë âúðõó ïðîòåêöèÿòà íà ãàìåòèòå ïðè íèñêè
òåìïåðàòóðè å âñå îùå ñïîðåí âúïðîñ. Â ëèòåðàòóðàòà
èìà ðåäèöà ïðîòèâîðå÷èâè äàííè, êîåòî ïîñòàâÿ
âúïðîñà çà òúðñåíå íà ÑÏ ñ ïðîòåêòèâåí åôåêò îòêðèò
è àêòóàëåí. Íèñêàòà îïëîäèòåëíà ñïîñîáíîñò íà
ñïåðìàòîçîèäèòå îò êî÷ ñëåä ðàçìðàçÿâàíå å ôàêòîð,
êîéòî èçèñêâà òúðñåíå íà àëòåðíàòèâè è íîâè, ïî-
óñïåøíè ïîäõîäè çà ñúõðàíÿâàíå íà ñïåðìàòîçîèäèòå
ïðè íèñêè è óëòðàíèñêè òåìïåðàòóðè (Barrios et al., 2000).

Öåëòà íà íàñòîÿùàòà ðàáîòà å äà ñå ïðîó÷è
÷ðåç êîìïþòúðåí ñïåðìîàíàëèç è èìóíîõèìè÷íè
èçñëåäâàíèÿ âëèÿíèåòî íà ôðàêöèîíèðàíè ñåìåííè
ïðîòåèíè âúðõó ïîäâèæíîñòòà è ïðåæèâÿåìîñòòà íà
ñïåðìàòîçîèäè îò êî÷ ïðè in vitro ñúõðàíåíèå ïðè 50Ñ,
êàêòî è äà ñå âèçóàëèçèðà ñïîñîáíîñòòà íà íÿêîè ÑÏ
äà „ïîëåïâàò” ïî ïîâúðõíîñòòà íà ïîëîâèòå êëåòêè.

ÌÀÒÅÐÈÀË È ÌÅÒÎÄÈ

Ñúáèðàíå íà ñåìåíåí ìàòåðèàë
è îáðàáîòêà íà ïðîáèòå

Åÿêóëàòèòå ñà ñúáðàíè ÷ðåç èçêóñòâåíà âàãèíà
â ñòúêëåíè ÷àøêè. Çà ïðîâåæäàíå íà åêñïåðèìåíòèòå
èçïîëçâàõìå åÿêóëàòè, èìàùè íîðìàëíè êà÷åñòâåíè
ïîêàçàòåëè ïî ñïåðìîãðàìàòà, ñïîðåä ñòàíäàðòíèòå
èçèñêâàíèÿ çà ðàáîòà îò ïîðîäàòà ×åðíîãëàâà
ïëåâåíñêà. Âñè÷êè èçïîëçâàíè ðåàãåíòè ñà îò Sigma-
Aldrich Co., îñâåí àêî íå å ñïîìåíàòî äðóãî â òåêñòà.

Ïîëó÷àâàíå íà ñåìåííà ïëàçìà
è ñåïàðèðàíå íà ñåìåííè ïðîòåèíè
ÑÏë ñå èçîëèðà ïðè öåíòðîôóãèðàíå íà 2 ml

ñïåðìà îò êî÷ íà 2000 rpm, çà 10 min ïðè 40Ñ. Ñúáèðà
ñå ñóïåðíàòàíòàòà è ñå öåíòðîôóãèðà îòíîâî íà 12 000
rpm çà 5 min, ñëåä êîåòî ñå ôèëòðèðà ïðåç 0,22-μm
ìåìáðàíà (Milipore), ñúõðàíÿâà ñå ïðè -200Ñ èëè ïðè
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-800Ñ. Äâà ml îò ÑÏë ñå íàêàïâà â õðîìàòîãðàôñêà
êîëîíà 2,5x80 cm (Pharmacia LKB) çà ìîëåêóëíîñèòîâî
ðàçäåëÿíå, êàòî ñå èçïîëçâà ãåë Sephacryl S-100 high
resolution (Sigma) è ñå åêâèëèáðèðà ñ 50 mM Tris áóôåð
(pH=7,8), ñúäúðæàù 0,15 Ì NaCl. Ñúáðàíè ñà ïî 4 ml
ôðàêöèè ïðè ñêîðîñò 4 ml/min. Êîíöåíòðàöèÿòà íà
ïðîòåèíà å óñòàíîâåíà ñïåêòðîôîòîìåòðè÷íî
(Pharmacia Biotech, Ultrospec-200).

Ïîëèàêðèëàìèäíà ãåë-åëåêòðîôîðåça
Çà ðàçäåëÿíå è èäåíòèôèöèðàíå íà  áåëòú÷-

íèòå ôðàêöèè å èçïîëçâàíà  ïîëèàêðèëàìèäíà ãåë-
åëåêòðîôîðåça (SDS-PAGE) ïðè ðåäóöèðàùè óñëîâèÿ.
Ïåò μg îò ïðîáèòå ñå ñìåñâàò 5:1 v/v ñ áóôåð çà ïðîáè
(20% glycerol, 10% SDS, 0,2 M Tris-HCl, 10 mM
β-mercaptoethanol, and 0,1% bromophenol blue), ñëåä
êîåòî ñå íàãðÿâàò äî 95îÑ íà âîäíà áàíÿ â ïðîäúëæåíèå
íà 5 min. Îò òàêà ïðèãîòâåíèòå ïðîáè ñå íàíàñÿò ïî 20
ìl â ñòàðòîâåòå íà ãåëà. Åëåêòðîôîðåòè÷íîòî ðàçäåëÿíå
ñå îñúùåñòâÿâà ïðè íàïðåæåíèå 150 V, ïðè ñòàéíà
òåìïåðàòóðà. Çà îïðåäåëÿíå íà ìîëåêóëíàòà ìàñà íà
ðàçäåëÿíèòå áåëòúöè èçïîëçâàõìå ñòàíäàðòeí áåëòú-
÷åí ìàðêåð ñ ìîëåêóëíè òåãëà îò 6,5 kDa äî 200 kDa.

Ñðåáúðíî îöâåòÿâàíå
Ïîëèàêðèëàìèäíèÿò (ÏÀÀ) ãåë ñå èíêóáèðà çà

30 min âúâ ôèêñèðàù ðàçòâîð. Ïðåìàõâà ñå
ôèêñèðàùèÿò ðàçòâîð è ñå äîáàâÿ ñåíñèòèçèðàù
ðàçòâîð, ãåëúò ñå èíêóáèðà 30 min. Ñëåäâà òðèêðàòíî
ïðîìèâàíå ïî 5 min ñ äåñòèëèðàíà âîäà. Êúì ÏÀÀ-ãåëà
ñå ïðèáàâÿ ñðåáúðåí ðàçòâîð - èíêóáèðàíå 20 min. Ñëåä
òðèêðàòíî ïðîìèâàíå ñ äåñòèëèðàíà âîäà ñå äîáàâÿ
ðàçòâîð çà ïðîÿâÿâàíå çà 2-5 min. Ðåàêöèÿòà ñå ñòîïèðà
ñ ðàçòâîð, ñúäúðæàù ÅDÒÀ-Na.2H

2
O (3,65 g ÅDÒÀ-

Na.2H
2
O â 250 ml dH

2
O), ñëåä êîåòî ñå èçâúðøâà

òðèêðàòíî ïðîìèâàíå ñ äåñòèëèðàíà âîäà.

Ïîäãîòîâêà íà ïðîáèòå è ïðåäèçâèêâàíå íà
òåìïåðàòóðåí øîê ïðè ñïåðìàòîçîèäè îò êî÷

Ñëåä ïîëó÷àâàíå íà åÿêóëàòèòå è îò÷èòàíå íà
ïúðâîíà÷àëíàòà ïîäâèæíîñò ïðîáèòå ñå ðàçäåëÿò íà äâå
ðàâíè ÷àñòè è ñå ðàçðåæäàò 1:6 ñúñ ñðåäà çà ñúõðàíåíèå
(íàòðèåâ öèòðàò – 2,8 g, ëàêòîçà – 0,4 g, çàõàðîçà – 0,4
g, pH=6,8). Ïðîáèòå ñå öåíòðîôóãèðàò äâóêðàòíî íà
2500 rpm  çà 5 min ïðè ñòàéíà òåìïåðàòóðà. Íà åäíà îò
ïðîáèòå ñå ïðåìàõâà ñóïåðíàòàíòàòà è ïî òîçè íà÷èí
ñå îòñòðàíÿâà ñåìåííàòà ïëàçìà (Ê-), äðóãàòà ïðîáà ñå
îñòàâÿ, áåç äà ñå ïðîìèâà - Ê+ (êîíòðîëà ñ öÿëà ÑÏë).
Ïðîáàòà áåç ÑÏë ñå ðåñóñïåíäèðà â ñðåäà çà
ñúõðàíåíèå. Îò òàçè ïðîáà ñå ïðèáàâÿ ïî 25 μl êëåòú÷íà
ñóñïåíçèÿ â îòäåëíè åïåíäîðô åïðóâåòêè, òîâà ñà
ñúîòâåòíî ïðîáè 3, 4, 6, 8, 11 è 15.  Íà âñè÷êè ïðîáè ñå
äîáàâÿò ïî 50 μl îò ñðåäà çà ñúõðàíåíèå, ñúäúðæàùà
6% ãëèöåðèí. Êúì ïðîáè 3, 4, 6, 8, 11 è 15 ñå ïðèáàâÿò

50 μl îò ôðàêöèè ÑÏ 3, 4, 6, 8, 11 è 15. Êúì Ê+ è Ê-
(êîíòðîëà áåç ÑÏë) ñå äîáàâÿò ïî 50 μl ñðåäà çà
ñúõðàíåíèå. Òåìïåðàòóðíèÿò øîê ñå ïðåäèçâèêà, êàòî
ñïåðìàòîçîèäèòå ïúðâî ñå èíêóáèðàõà ïðè 200Ñ çà 5
ìèíóòè, ñëåä òîâà ñå ïðåõâúðëèõà ïðè 50Ñ çà 20 ìèíóòè,
à íàêðàÿ ñå èíêóáèðàõà ïðè 200Ñ çà 10 ìèíóòè (ïî Barrios
et al., 2000). Ñëåä âçåìàíå íà ïðîáà çà èçñëåäâàíå
ñïåðìàòîçîèäèòå ñå ïîñòàâèõà ïðè 50Ñ çà 24 ÷àñà. Ïî
òîçè íà÷èí ñå ïîñòèãà îõëàæäàíå íà ïðîáèòå è ñå
ñúõðàíÿâàò â ïðîäúëæåíèå íà åäèí äî äâà äíè.

Èçñëåäâàíå íà ïîäâèæíîñòòà íà ñïåðìàòîçîèäè
ñëåä òåìïåðàòóðåí øîê ÷ðåç êîìïþòúðåí

ñïåðìîàíàëèçàòîð
Çà îïðåäåëÿíå íà ïúðâîíà÷àëíàòà ïîäâèæíîñò

íà ñïåðìàòîçîèäèòå, êàêòî è íà ìîòèëèòåòà èì, ñëåä
òåìïåðàòóðíèÿ øîê ñå èçïîëçâà àíàëèçàòîðúò Sperm
Class Analizer, Micropticum, Spain. Ïðè èçñëåäâàíèÿòà
áÿõà èçïîëçâàíè ïðåäìåòíè ñòúêëà è ïîêðèâíè ñòúêëà
ñ ðàçìåðè 18õ18 mm è îáåì íà êàïêàòà 10 μl, à ñúùî
òàêà è êàìåðêè Leja 20 ñ îáåì íà êàïêàòà 2 μl. Ïðåäè
èçñëåäâàíèÿòà ïðîáèòå ñå ðàçðåæäàõà 1:20. Ïîñòàâèõà
ñå ñúîòâåòíèòå ôèëòðè è ñîôòóåðúò ñå íàãëàñè çà
ðàáîòà ñúñ ñïåðìàòîçîèäè îò êî÷. Â íàøèÿ ñëó÷àé
ðàáîòèõìå ñúñ ñîôòóåðà „Motility and Concentration”,
êîéòî äàâà èíôîðìàöèÿ ñàìî çà ïàðàìåòðèòå íà
äâèæåíèå è êîíöåíòðàöèÿ íà êëåòêèòå.

Èçñëåäâàíå íà ëîêàëèçàöèÿòà íà ñåìèíàëíî-
ïëàçìåíè ïðîòåèíè ïî ïîâúðõíîñòòà íà
ñïåðìàòîçîèäèòå ÷ðåç èìóíîöèòîõèìèÿ

Çà ïðîâåæäàíå íà èìóíîöèòîõèìè÷íîòî
èçñëåäâàíå áåøå ïîëó÷åíî ïîëèêëîíàëíî àíòèòÿëî
ñðåùó ñåìåííè ïðîòåèíè îò êî÷ (rabbit polyclonal anti
ram-SP proteins antibody). Çà èìóíèçàöèÿ íà çàéöèòå
áÿõà èçïîëçâàíè 500 μg ÑÏ, ðàçòâîðåíè â ïúëåí
àäþâàíò íà Ôðîéíä. Ñëåä 15 äíè æèâîòíèòå áÿõà
ðåèìóíèçèðàíè ñúñ ñúùàòà äîçà àíòèãåí, ðàçòâîðåí â
íåïúëåí àäþâàíò íà Ôðîéíä. Àíòèñåðóìúò áåøå
ïîëó÷åí 15 äíè ñëåä âòîðàòà èìóíèçàöèÿ ÷ðåç
öåíòðîôóãèðàíå íà 10 ml êðúâ îò çàåê. Èìóííèÿò ñåðóì
áåøå àíàëèçèðàí ÷ðåç ELISA òåñò. Ïðîáè, ñúäúðæàùè
1õ106 êëåòêè â 100 μl ñðåäà, áÿõà ôèêñèðàíè çà 10 ìèíóòè
ñ 4%-îâ ôîðìàëäåõèä. Ñëåä äâóêðàòíî ïðîìèâàíå ñúñ
ñòóäåí PBS êëåòêèòå áÿõà íàêàïàíè âúðõó ïîêðèâíè
ñòúêëà. Ñëåä èçñúõâàíå ñòúêëàòà áÿõà ïðîìèòè
äâóêðàòíî ñ PBS. Íåñïåöèôè÷íèòå ìåñòà çà ñâúðçâàíå
áÿõà áëîêèðàíè ñ 5%-îâ NGS (íîðìàëåí êîçè ñåðóì) â
PBS (150 μl) çà 30 ìèíóòè ïðè 37°Ñ. Ïðîáèòå áÿõà
èíêóáèðàíè ñ ïúðâî àíòèòÿëî (1:200 anti ram-SP proteins
antibody), ðàçðåäåíî â PBS/5%-îâ NGS çà 2 ÷àñà íà
ñòàéíà òåìïåðàòóðà. Ñëåä ïðîìèâàíå 3õ10 ìèíóòè â
PBS ïðîáèòå áÿõà èíêóáèðàíè çà 1 ÷àñ ïðè ñòàéíà
òåìïåðàòóðà ñúñ 100 μl (1:400) goat anti-rabbit IgG
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peroxidase antibody â PBS/5%-îâ NGS, ïðîìèòè 4õ10
ìèíóòè ñ PBS è îñòàâåíè äà èçñúõíàò íà ñòàéíà
òåìïåðàòóðà. Ñëåä èçñúõâàíå ïðîáèòå áÿõà âêëþ÷åíè
â ãëèöåðèí, ïîêðèòè ñ ïîêðèâíî ñòúêëî è íàáëþäàâàíè
íà êîíôîêàëåí ìèêðîñêîï Leica TCS SPE, Leica
Microsystems. Äâå êîíòðîëè áÿõà ïðèãîòâåíè çà
íàáëþäåíèå. Ïðè ïúðâàòà êîíòðîëà ëèïñâà ïúðâîòî
àíòèòÿëî (+ ÑÏ; + âòîðî àíòèòÿëî), à ïðè âòîðàòà
ëèïñâàò ÑÏ (+ ïúðâî àíòèòÿëî; + âòîðî àíòèòÿëî).
Êîíòðîëèòå áÿõà íåãàòèâíè.

Çà ïðîâåæäàíå íà åêñïåðèìåíòèòå ñà
èçïîëçâàíè åÿêóëàòè ñúñ ñëåäíèòå ïàðàìåòðè:
êîíöåíòðàöèÿ – 2,5-4õ109 êëåòêè/ml; ïîäâèæíè
ñïåðìàòîçîèäè – 90,88±4,14%; ìúðòâè – äî 10%;
ðÍ= 6,4-7,0.

ÐÅÇÓËÒÀÒÈ
Ðåçóëòàòè ñëåä ìîëåêóëíîñèòîâàòà

õðîìàòîãðàôèÿ íà ñåìåííè ïðîòåèíè
Ñëåä ïðîâåäåíàòà åëåêòðîôîðåçà ñå óñòàíîâè,

÷å ïðîòåèíèòå ñ âèñîêà ìîëåêóëíà ìàñà (ÌÌ) ñà
äîìèíèðàùè âúâ ôðàêöèè 2, 3, 4, 5, 6, äîêàòî ôðàêöèè
îò 7 äî 15 ñúäúðæàò ïîâå÷å ïðîòåèíè ñ ìîëåêóëíà ìàñà
ïîä 30 kDa (ôèã. 1). Óñòàíîâè ñå, ÷å âúâ ôðàêöèèòå 2, 3,
4, 5 è 6 ñå íàáëþäàâàò áàíäîâå íà áåëòúöè ñ ÌÌ îêîëî
è íàä 66 kDa. Â íÿêîè îò òåçè ôðàêöèè ñå íàáëþäàâàò
ìàëêî êîëè÷åñòâî íèñêîìîëåêóëíè áåëòúöè. Ôðàêöèè 2,
4 è 6 ñúäúðæàò áåëòúöè ñ ÌÌ, ïî-ãîëÿìà îò 45 kDa.
Ôðàêöèè 10 è 11 ñúäúðæàò áåëòúöè ñ ìíîãî íèñêà ÌÌ,
ïîä 14 kDa. Âúâ ôðàêöèè 13, 14 è 15 ñå îòêðîÿâàò 2
áàíäà íà áåëòúöè ñ ÌÌ îêîëî 20 kDa è íà òàêèâà ñ ÌÌ
îêîëî 14 kDa. Êîíöåíòðàöèÿòà íà ïðîòåèíèòå áåøå
îïðåäåëåíà ñïåêòðîôîòîìåòðè÷íî è âàðèðà îò 0,121
mg/ml âúâ ôðàêöèÿ 13 äî 1,026 mg/ml âúâ ôðàêöèÿ 3.

Ïîëó÷åíî å ðàçäåëÿíå íà ÑÏ, êàòî â ïúðâèòå ôðàêöèè
ïðåîáëàäàâàò áåëòúöèòå ñ âèñîêà ÌÌ, à â ñëåäâàùèòå
ôðàêöèè ñå îòêðèâàò ñàìî áåëòúöè ñ ïî-íèñêà îò 30 kDa
ìîëåêóëíà ìàñà.

Ðåçóëòàòè çà ïîäâèæíîñòòà íà ñïåðìàòîçîèäèòå
ñëåä îõëàæäàíå, ïîëó÷åíè ÷ðåç êîìïþòúðåí

ñïåðìîàíàëèçàòîð
Â òàáëèöà 1 ñà ïðåäñòàâåíè äàííèòå çà

ïðîãðåñèâíàòà ïîäâèæíîñò íà ñïåðìàòîçîèäè,
èíêóáèðàíè ñúñ ñåïàðèðàíèòå ÑÏ ñëåä ïðåäèçâèêâàíåòî
íà òåìïåðàòóðåí øîê. Ðåçóëòàòèòå ïîêàçâàò, ÷å
ïðîöåíòúò íà ñòàòè÷íèòå ñïåðìàòîçîèäè å íàé-âèñîê ïðè
ïðîáè Ê-, 3 è 4, à íàé-íèñúê – ñúîòâåòíî ïðè ïðîáè 8, 11
è 15, êàòî ðàçëèêàòà ìåæäó ïðîáà 3 è 11 å ñòàòèñòè÷åñêè
äîñòîâåðíà (p<0,05). Ïðîöåíòúò íà ïðîãðåñèâíî
ïîäâèæíèòå ñïåðìàòîçîèäè å íàé-âèñîê â ïðîáè 11 è 15
(ðåñïåêòèâíî 24,91±6,39 è 24,82±4,32), à íàé-íèñúê – â
ïðîáè 3 è 6 (ñúîòâåòíî 4,66±1,56 è 3,7±1,75). Íå ñå
íàáëþäàâàò äîñòîâåðíè ðàçëèêè â áðîÿ íà íå-
ïðîãðåñèâíî ïîäâèæíèòå ñïåðìàòîçîèäè îò
èçñëåäâàíèòå ïðîáè.

Ñëåä ñúõðàíÿâàíå ïðè 50Ñ çà 24 ÷àñà ïðîáèòå
áÿõà àíàëèçèðàíè íà ñïåðìîàíàëèçàòîðà è ðåçóëòàòèòå
ñà ïðåäñòàâåíè â òàáëèöà 2. Ïðîöåíòúò íà ñòàòè÷íèòå
ñïåðìàòîçîèäè áåøå íàé-âèñîê â Ê- è â ïðîáè 3, 4 è 6, à
íàé-ìàëúê áðîé íåïîäâèæíè ñïåðìàòîçîèäè ñå
íàáëþäàâàõà â ïðîáè Ê+ è 11. Íàé-âèñîê áðîé
ïðîãðåñèâíî ïîäâèæíè ñïåðìàòîçîèäè áÿõà îò÷åòåíè â
ïðîáè 8 è 11 (ðåñïåêòèâíî 6,1±0,64 è 7,65±2,29), íàé-
íèñúê ïðîöåíò  ïðîãðåñèâíî ïîäâèæíè ñïåðìàòîçîèäè
áÿõà â ïðîáè Ê-, 3, 4 è 6 (ñúîòâåòíî 1,27±0,94, 0,3±0,0,
1,37±0,89 è 0,25±0,05 ïðîöåíòà). Ðàçëèêèòå ìåæäó ïðîáà
11 è ïðîáè 3 è 6 ñà ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíè (ð<0,001).

 

                                        

    1   2   3   4   5    6    7    8    9  10   11 12  13  14 15 

200 kDa 

66 kDa 

29 kDa 

20 kDa 

 14,2 kDa 

Ôèã. 1. SDS PAGE íà ïðîòåèíîâèòå ôðàêöèè, ïîëó÷åíè ñëåä õðîìàòîãðàôñêîòî ðàçäåëÿíå; 1 – ìàðêåð çà ìîëåêóëíè

òåãëà (îò 6,5 äî 200 êDà); 2, 3, 4 äî 15 – ñúäúðæàíèåòî íà áåëòúöè â ñúîòâåòíèòå õðîìàòîãðàôñêè ôðàêöèè

Fig. 1. SDS PAGE of protein fractions after chromatography separation; 1 – MW standarts; 2, 3, 4 ...15 – proteins contain in the

fractions
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Ôèã. 2. À) Ïîäâèæíîñò íà ñïåðìàòîçîèäèòå ñëåä òåìïåðàòóðåí øîê; Á) ïîäâèæíîñò íà ñïåðìàòîçîèäèòå ñëåä

èíêóáèðàíå ïðè 50Ñ çà 24 ÷àñà. Ïðåäñòàâåíè ñà è äàííèòå çà îáùî ïîäâèæíèòå, ñáîð îò íåïðîãðåñèâíî ïîäâèæíèòå è

ïðîãðåñèâíî ïîäâèæíèòå ñïåðìàòîçîèäè

Fig. 2. A) Motility of ram spermatozoa after cold shock; B) Motility of ram spermatozoa after incubation at 50C for 24 h. The total

motility of ram sperm cells, sum of non progressive motile and progressive motile is shown on the figure

Òàáëèöà 3. Ñêîðîñò íà äâèæåíèå íà ñïåðìàòîçîèäèòå ñëåä òåìïåðàòóðíèÿ øîê
Table 3. Velocity of sperm cells after cold shock

ñïåðìàòîçîèäè, îöâåòåíè â ãëàâè÷êàòà, òÿëîòî è
îïàøêàòà. Ïðàâè âïå÷àòëåíèå îáà÷å, ÷å ïîñòàêðî-
çîìíèÿò ñåãìåíò îñòàâà ïî÷òè âèíàãè ïî-ñëàáî ðåàãèðàë.

ÄÈÑÊÓÑÈß
Íÿêîëêî ïðîó÷âàíèÿ äîêàçâàò, ÷å ñïåöèôè÷íè

êîìïîíåíòè îò ÑÏë ñå àäñîðáèðàò ïî ïîâúðõíîñòòà íà
ñïåðìàòîçîèäèòå (Desnoyers et al., 1992; Metz et al.,
1990). Ïðåäïîëàãà ñå, ÷å òåçè êîìïîíåíòè ïðèòåæàâàò
âàæíà ôóíêöèÿ â ïðîöåñà êàïàöèòàöèÿ è â òðàíñïîðòà
íà ñïåðìàòîçîèäèòå (Cross et al., 1996). Â äîïúëíåíèå
ìîæå äà ñå ïîñî÷è, ÷å àäñîðáèðàùèòå ñå ôàêòîðè îò
ÑÏë ñà âàæíè êàêòî çà êàïàöèòàöèÿòà, òàêà è çà
ïîääúðæàíå íà æèçíåíîñòòà íà ñïåðìàòîçîèäèòå
(Russell et al., 1985). Íÿêîè îò ïðîòåèíèòå ôóíêöèîíèðàò,
êàòî ñòàáèëèçèðàò ìåìáðàíàòà äî îïðåäåëåí ïåðèîä.

Ðåçóëòàòèòå îò áèîõèìè÷íèòå ïðîó÷âàíèÿ íà
ñïåðìàòîçîèäè ñëåä òåìïåðàòóðåí øîê ïîêàçâàò, ÷å ñå
íàáëþäàâàò ìîðôîëîãè÷íè íàðóøåíèÿ, îñîáåíî â
àêðîçîìàòà è ïëàçìåíàòà ìåìáðàíà, êàêòî è îòäåëÿíåòî
íà ïðîòåèíè è ëèïèäè îò êëåòêèòå (Mann et al., 1964).
Òåçè óëòðàñòðóêòóðíè, áèîõèìè÷íè è ôóíêöèîíàëíè
ïðîìåíè  íàé-÷åñòî çàñÿãàò ìîòèëèòåòà è ÏÌ íà
ñïåðìàòîçîèäèòå. Äâèæåíèåòî å õàðàêòåðíî çà
ñïåðìàòîçîèäèòå íà áîçàéíèöèòå è òîâà ñà
åäèíñòâåíèòå ïîäâèæíè êëåòêè ïðè òåçè æèâîòíè è ïðè
÷îâåêà. Ìîòèëèòåòúò å åäèí îò îñíîâíèòå ïàðàìåòðè,
êîéòî ïîêàçâà êà÷åñòâîòî íà åÿêóëàòà. Ñëåä
êðèîêîíñåðâàöèÿ è îõëàæäàíå ñå íàáëþäàâà äðàñòè÷íî
ðåäóöèðàíå íà áðîÿ íà ïðîãðåñèâíî ïîäâèæíèòå
ñïåðìàòîçîèäè. Âúïðåêè íàïðåäúêà â êðèîáèîëîãèÿòà
ïðîöåíòúò íà íîðìàëíî ôóíêöèîíèðàùèòå êëåòêè ñëåä

Ðàçëèêèòå ìåæäó à è b p<0,05; a è c p<0,001

Differences between à and b p<0.05; a and c p<0.001

Проби 
Samples 

 

Сперматозоиди / Spermatozoa 

Бързи 
 Rapid 

Средно подвижни 
Medium 

К+ 21.27±5.89 9.23±4.2 

К- 3.13±1.23
a 

5.68±3.92 

проба 3 1.9±1.00
a 

5.23±2.60 

проба 4 9.48±7.60 5.72±2.79 

проба 6 4.6±0.9 2.02±0.48 

проба 8 8.34±4.84
b 

15±8.54 

проба 11 33.23±16.47
c 

11.83±4.47 

проба 15 31.9±17.13
c 

12.98±3.18 
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ðàçìðàçÿâàíå îñòàâà çíà÷èòåëíî ïî-ìàëúê, îñîáåíî ïðè

ñïåðìàòîçîèäè îò êî÷.  Äîêàçàíî å, ÷å íèñêèòå

òåìïåðàòóðè óâðåæäàò ÏÌ íà ñïåðìàòîçîèäèòå, êàòî

ïðè÷èíÿâàò çíà÷èòåëíè ìîðôîëîãè÷íè èçìåíåíèÿ, êîåòî

ïîâëèÿâà ïåðìåàáèëèòåòà íà ìåìáðàíàòà. Ñúùåñòâóâàò

äàííè, êîèòî ïîêàçâàò, ÷å ÏÌ çàåäíî ñ ìèòîõîíäðèèòå

è àêñîíåìàòà ñà èçêëþ÷èòåëíî âàæíè êëåòú÷íè

ñòðóêòóðè çà ìîòèëèòåòà è æèâîòà íà ñïåðìàòîçîèäèòå

(Barrios, B. et al., 2000).

Ïðåäïîëàãà ñå, ÷å íÿêîè ñåìåííè êîìïîíåíòè

áèõà ìîãëè äà ïðåäïàçÿò èíòåãðèòåòà íà ìåìáðàíàòà

íà ñïåðìàòîçîèäèòå ñëåä òåìïåðàòóðåí øîê, à îòòàì –

è òÿõíàòà æèçíåñïîñîáíîñò. Íàøèòå ðåçóëòàòè ïîêàçâàò,

÷å ôðàêöèèòå, êîèòî ñúäúðæàò ÑÏ ñ íèñêà ÌÌ,

ïðåäïàçâàò â äîñòîâåðíî ïî-âèñîêà ñòåïåí ìîòèëèòåòà

íà ñïåðìàòîçîèäèòå. Òåçè äàííè ñà â ñúãëàñèå ñ

ïîëó÷åíèòå ðåçóëòàòè îò Barrios è êîëåãè, êîèòî

ïîêàçâàò, ÷å íÿêîè íèñêîìîëåêóëíè ïðîòåèíè îò ÑÏë

ìîæå äà èìàò ïðîòåêòèâåí åôåêò âúðõó

ñïåðìàòîçîèäèòå ïðè òåìïåðàòóðåí øîê. Ñúùî òàêà ñå

óñòàíîâè, ÷å ïðîãðåñèâíàòà ïîäâèæíîñò íà

ñïåðìàòîçîèäèòå ñå çàïàçâà ïðè ïðîáèòå, èíêóáèðàíè

ñ íèñêîìîëåêóëíè ÑÏ (ôèã. 2).  Äàííèòå ïîêàçâàò, ÷å

âúâ ôðàêöèèòå, ñúäúðæàùè âèñîêîìîëåêóëíè ÑÏ,

âåðîÿòíî ñå íàìèðàò ôàêòîðè, êîèòî äåñòàáèëèçèðàò

ÏÌ è ïîâëèÿâàò íåãàòèâíî âúðõó ìîòèëèòåòà íà

ñïåðìàòîçîèäèòå. Ïîëó÷åíèòå ðåçóëòàòè ñëåä

èìóíîöèòîõèìèÿòà äîêàçâàò, ÷å âúâ ôðàêöèèòå ñ

íèñêîìîëåêóëíè ÑÏ ïðèñúñòâàò ôàêòîðè, êîèòî ìîæå

äà ñå ïðèêðåïÿò êúì ÏÌ è ïî òîçè íà÷èí äà äåéñòâàò

ïðîòåêòèðàùî. Òîâà âçàèìîäåéñòâèå âåðîÿòíî ïîâëèÿâà

ÏÌ êàòî ñòàáèëèçèðàù ôàêòîð ïðè íèñêè òåìïåðàòóðè.

Òåçè ðåçóëòàòè äîïúëâàò íàøè ïðåäèøíè ïðîó÷âàíèÿ,

ïðè êîèòî ñ äâîéíî ïðèëàãàíå íà ôëóîðîõðîìèòå CFDA/

PI ñå óñòàíîâè, ÷å èíòåãðèòåòúò íà ÏÌ (æèçíåíîñòòà íà

ñïåðìàòîçîèäèòå) ñå çàïàçâà ïî-äîáðå ïðè

ñïåðìàòîçîèäè, èíêóáèðàíè ñ íèñêîìîëåêóëíè ÑÏ

(Kukov et al., 2009). Àêî ïî âðåìå íà òåìïåðàòóðíèÿ øîê

ñå óâðåäè èëè ñå äåñòàáèëèçèðà ÏÌ, òî âåðîÿòíîñòòà

òåçè ñïåðìàòîçîèäè äà ñå äâèæàò ïðîãðåñèâíî è äà

îïëîäÿò ÿéöåêëåòêàòà çíà÷èòåëíî íàìàëÿâà.

Ïðåäïîëàãàìå, ÷å íèñêîìîëåêóëíèòå ñåìåííè ïðîòåèíè

èìàò ïðîòåêòèðàù åôåêò âúðõó ñïåðìàòîçîèäèòå,

ñúõðàíÿâàíè ïðè íèñêè òåìïåðàòóðè, êàòî ïðåäïàçâàò

ÏÌ íà ìúæêèòå ïîëîâè êëåòêè. Ïðè èíêóáèðàíå íà

ñïåðìàòîçîèäè ñ íèñêîìîëåêóëíè ÑÏ ñå çàïàçâà

ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíî ïî-âèñîê áðîé ñïåðìàòîçîèäè

ñ ïðîãðåñèâíî äâèæåíèå, ñúïðîâîäåíî ñ äîñòîâåðíî ïî-

âèñîê ïðîöåíò êëåòêè, èìàùè âèñîêà ñêîðîñò íà

äâèæåíèå.

ÇÀÊËÞ×ÅÍÈÅ

Â çàêëþ÷åíèå ìîæå äà ñå îòáåëåæè, ÷å â

ñåëåêòèðàíè ÷ðåç õðîìàòîãðàôèÿ ñåìèíàëíîïëàçìåíè

ïðîòåèíè îò êî÷ ñå ñúäúðæàò íèñêîìîëåêóëíè ôàêòîðè,

êîèòî ïðîòåêòèðàò ïîëîâèòå êëåòêè ïðè ñúõðàíÿâàíåòî

èì in vitro ïðè íèñêè òåìïåðàòóðè. Ïðîó÷âàíåòî íà òåçè

ñåìèíàëíîïëàçìåíè ôàêòîðè è èçïîëçâàíåòî èì â

ïðîòåêòèâíèòå ñðåäè áèõà áèëè ïîëåçíè â ïðàêòèêàòà

ïðè èçêóñòâåíîòî îñåìåíÿâàíå íà îâöå.
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