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Криоконсервация биологического материала является важной задачей многих областей биологии
и медицины, особенно для вспомогательных репродуктивных технологий. Для эффективной крио-
консервации клеток используются криопротекторные среды, включающие в себя проникающие
в клетку и не проникающие компоненты. Часто в качестве проникающего компонента выступает
глицерин в различных концентрациях. Однако выяснение механизмов криопротекторного дей-
ствия этих соединений, а также повышение доли выживших клеток после криоконсервации оста-
ются актуальными задачами криобиологии. В работе исследуется механизм переноса глицерина че-
рез мембраны сперматозоидов с участием аквапоринов методом математического моделирования.
Представленная модель описывает динамику изменения объема сперматозоида в зависимости от
концентрации глицерина и сахарозы в криопротекторной среде. В результате проведенного анализа
рассчитано характерное время установления равновесия между изучаемой криопротекторной сре-
дой и клетками, которое составило t = 80 с в присутствии 12 об. % глицерина. Определена концен-
трация сахарозы (0.16 М), при которой клетка возвращается к исходному объему после инкубации
в криопротекторной среде. Показано, что в сперматозоиде человека может находиться 6750 аквапо-
ринов 7-го типа с проницаемостью PAQP7 = 0.00366 мкм3/с. Проведенные эксперименты показали по-
вышение индекса подвижности сперматозоидов при коррекции концентрации сахарозы в растворе
согласно результатам моделирования. 

Ключевые слова: криопротектор, глицерин, акваглицеропорин, сперматозоид, модель Кедем–Качаль-
ского.
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Криоконсервация и хранение биологического
материала является перспективным направлени-
ем современной биологии и медицины. Методы
криоконсервации активно используются для со-
хранения плазмы крови, пуповинной крови,
стволовых клеток, срезов тканей, в транспланто-
логии; позволяют сохранить ткани видов живот-
ных, находящихся под угрозой исчезновения;
позволяют транспортировать биологический ма-
териал на дальние расстояния. Эффективная
криоконсервация гамет человека играет важную
роль во вспомогательных репродуктивных техно-
логиях [1–6]. Несмотря на значительный про-
гресс, достигнутый в области криобиологии, био-
логические, биохимические и физико-химиче-
ские механизмы криоконсервации до сих пор
полностью не изучены [7]. 

Криоконсервация может приводить к повре-
ждению клеточного материала [8] и снижению
выживаемости клеток, иногда до 30% в зависимо-
сти от протоколов заморозки/разморозки, а так-
же от исходных показателей биоматериала [9].
Механизмы, лежащие в основе криоповрежде-
ний, связаны с осмотическим стрессом, холодо-
вым шоком, образованием внутриклеточных и
внеклеточных кристаллов льда, избыточной про-
дукцией активных форм кислорода [10, 11]. Ис-
следования в данной области были сосредоточе-
ны на поиске решений, позволяющих минимизи-
ровать влияние повреждающих факторов, что
привело к разработке и использованию двух ос-
новных типов криопротекторов: проникающих и
непроникающих внутрь клетки. Проникающие
криопротекторы (диметилсульфоксид, глицерин,
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этиленгликоль и др.) создают осмотический гра-
диент, ограничивающий образование льда и ста-
билизирующий липидный бислой. Непроникаю-
щие компоненты криопротекторной среды (саха-
риды, белки, липопротеины) выступают в
качестве блокаторов льда, что позволяет снизить
размеры и количество ядер кристаллизации вне
клетки, а также защищают целостность мембран.
Криопротекторные среды, используемые в на-
стоящее время для криоконсервации сперматозо-
идов человека, обычно основаны на водно-глице-
риновых растворах низкой концентрации (10–
15% по объему) с добавлением таких непроника-
ющих компонент, как дисахариды и белки. 

Глицерин используется в качестве проникаю-
щего внутрь клетки компонента криопротектор-
ных сред, так как он обладает высокой вязкостью,
связанной с наличием в его молекуле гидроксиль-
ных групп, а также менее токсичен для клеток. В
его присутствии образуется пространственная
сетка водородных связей, плотность которых в
3 раза больше, чем у одноатомных спиртов. С по-
вышением концентрации глицерина вязкость
водно-глицериновой смеси увеличивается, при
этом снижается скорость движения молекул рас-
творенного вещества и их кинетическая энергия.
Данный эффект приводит к снижению скорости
физико-химических процессов в биологических
объектах. К числу положительных эффектов гли-
церина следует отнести также его способность
уменьшать размер кристалла льда, поскольку его
охлаждение сопровождается сжатием объема, что
способствует снижению давления водного льда.
Свойство глицерина сжиматься при замерзании
является существенным, так как превращение во-
ды в лед не сопровождается увеличением его объ-
ема [12]. Стеклоподобное состояние достигается
в водных растворах с концентрацией глицерина
выше 45% по объему, что является токсичным для
клеток [13]. Для заморозки клеток используются

водно-глицериновые растворы с концентрацией
10-15% по объему, поэтому полностью избежать
формирования кристаллов в криопротекторных
средах не удается. Для повышения эффективно-
сти процессов криоконсервации в среду добавля-
ются непроникающие внутрь клетки компонен-
ты, например, сахароза в концентрациях 0.04–
0.50 М [14–19].

При кристаллизации льда все больший объем
растворителя во внеклеточной среде превращает-
ся в лед, концентрация веществ в жидкой фазе
резко возрастает. Это приводит к появлению гра-
диента осмотического давления на мембране кле-
ток, которая является единственным препятстви-
ем для свободной диффузии в системе. Появле-
ние градиента осмотического давления приводит
к стремительной дегидратации клетки. Такие
процессы могут приводить к осмотическому
стрессу с последующей гибелью клеток. Компо-
ненты криопротекторной среды также влияют на
осмос клетки [4, 10, 14]. Когда сперматозоид по-
мещают в раствор, который является гиперосмо-
тическим по отношению к проникающему рас-
творенному веществу (глицерину), но сильно ги-
потоническим по отношению к непроницаемым
солям, он сначала сжимается из-за осмотическо-
го оттока внутриклеточной воды, а затем увели-
чивается в объеме по мере проникновения рас-
творенного вещества и одновременного возвра-
щения воды в клетку [4, 17, 20]. 

Известно, что глицерин проникает внутрь
сперматозоидов через акваглицеропорины. Не-
которые аквапорины – трансмембранные белки,
служащие каналами для проникновения воды
внутрь клетки, – помимо воды пропускают также
и глицерин. Было показано, что сперматозоиды
человека экспрессируют четыре типа аквапори-
нов (AQP3, AQP7, AQP8 и AQP11) со специфиче-
ской локализацией как в плазматической мем-
бране, так и во внутриклеточных органеллах
(рис. 1). Из них два аквапорина – 3-го и 7-го ти-
пов – являются акваглицеропоринами [21].

Аквапорин 3 (AQP3) – это акваглицеропорин,
необходимый для адаптации к изменению осмоса
и миграции сперматозоидов. Данный вид аквапо-
ринов локализован в основном участке хвостовой
мембраны. Аквапорин 7 (AQP7) – акваглицеро-
порин, который, как предполагается, способству-
ет транспортировке глицерина в сперматозоидах
для использования его в качестве энергетическо-
го субстрата. Локализация данного белка до сих
пор точно не известна. AQP7 наблюдается в обла-
сти плазматической мембраны головки сперма-
тозоида, средней части и во внутриклеточных
структурах [21]. 

Согласно исследованию, проведенному на
эритроцитах человека, аквапорины играют важ-
ную роль в транспорте глицерина через мембрану

Рис. 1. Локализация аквопоринов в сперматозоиде
человека, адаптировано из работы [21].
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клетки, существенно влияя на проницаемость
мембраны для данного соединения [22]. В литера-
турных данных нет подробного описания процес-
са проникновения глицерина в сперматозоиды
человека при низких концентрациях, а все прото-
колы заморозки клеток, как и концентрации ком-
понент в криопротекторной среде, подобраны
опытным путем, исходя из морфологической вы-
живаемости клеток. Поэтому в настоящей работе
исследуется механизм переноса глицерина через
мембраны сперматозоидов при криоконсервации
методом математического моделирования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Параметры модели. В работе [23] было показа-

но, что сперматозоид человека может считаться
идеальным осмометром, подчиняющимся урав-
нению Бойля–Вант-Гоффа, связывающему рав-
новесный объем клетки и осмоляльность окружа-
ющего ее раствора:

где V – объем клетки при осмоляльности M, Viso –
объем клетки при изотонической осмоляльности
Miso, Vb – осмотически неактивный объемом
клетки. Член Vb в уравнении представляет собой
экстраполированный объем, занимаемый клет-
кой, когда внешняя осмоляльность становится
бесконечной. Он состоит из двух элементов –
объема твердых веществ в клетке и объема кле-
точной воды, который не может выступать в каче-
стве растворителя и, следовательно, не может
влиять на осмотическое давление [24].

Два уравнения описывают проникновение
глицерина и соответствующее осмотическое из-
менение объема клетки [25]. Исходя из уравнения
Фика, можно показать, что поток глицерина че-
рез мембрану пропорционален разнице концен-
траций внутри и снаружи клетки:

где N – количество молей глицерина в клетке, A –
площадь поверхности клетки, Cex и Cin – моляр-
ные концентрации глицерина вне и внутри клет-
ки соответственно, Pgly – коэффициент проница-
емости глицерина через мембрану.

Второе уравнение описывает изменение объе-
ма внутриклеточной воды, которое необходимо
для поддержания осмотического равновесия
клетки в ответ на проникновение глицерина. По-
скольку проницаемость воды для клеток за счет
быстрого переноса воды, как правило, намного
больше, чем проницаемость для глицерина, мож-
но считать, что клетки находятся в осмотическом
равновесии с внешней средой [26]. В таком случае

 = − + 
 

iso b b

iso iso iso

1  ,M V VV
V M V V

( )= −gly ex in        ,N P A C C
t

скорость, с которой вода входит или выходит из
клетки, пропорциональна разнице осмотических
давлений внутри и снаружи клетки:

Для учета взаимодействия между молекулами
воды и глицерина в модели вводится коэффици-
ент взаимодействия потоков – σ. Данный про-
цесс описывает модель Кедем–Качальского [21]:

(1)

(2)

где V – объем сперматозоида, t – время, N – коли-
чество молей глицерина в клетке, А – площадь
поверхности клетки, Cex и Cin – молярные кон-
центрации глицерина вне и внутри клетки соот-
ветственно, Qex и Qin – молярные концентрации
солей вне и внутри клетки соответственно, Lp –
гидравлическая проводимость, Pgly– коэффици-
ент проницаемости глицерина через мембрану,
σ – коэффициент отражения, R – универсальная
газовая постоянная, T – абсолютная температура.

Внутриклеточная концентрация солей и гли-
церина может быть рассчитана следующим обра-
зом:

(3)

(4)

где V(0), N(0) и Qin(0) – начальные значения объ-
ема, молей глицерина и внутриклеточной
концентрации солей, Vgly – мольный объем гли-
церина. 

При условии наличия n клеток сперматозои-
дов в ограниченном объеме можно рассчитать из-
менение внешних концентраций: 

(5)

(6)

где Vout и Nout – значения объема и количества
глицерина в растворе криопротектора при поме-
щении в него n клеток сперматозоидов. 

В данной работе уравнения (1) – (6) решались
численно в интегрированной среде разработки
Spyder на языке программирования Python. Вали-
дация модели проходила на основе эксперимен-
тальных данных из работы [20]. Условные обо-
значения и численные значения параметров при-

( )=− + − −p ex ex in in          .dV L ART C Q C Q
dt
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dt
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Таблица 1. Основные символы, используемые в уравнениях

Символ Описание Размерность Значение

Lp гидравлическая проводимость мкм·мин−1·атм−1 0.77 [20]

Pgly проницаемость глицерина см/мин 1.68·10–3 [27]

A площадь поверхности мкм2 120 [23]

Vb осмотически неактивный объем мкм3 50% [20]

V объем клетки мкм3 переменная

N моли глицерина в клетке моль переменная

C концентрация глицерина моль/л переменная

Q концентрация солей моль/л переменная

σ коэффициент отражения – 0.93 [20]

ex внешний –

in внутренний –

Vgly мольный объем мл/моль 71 [20]

Viso изотонический объем мкм3 28.5 [20]

n количество сперматозоидов – 20·106 [24]

Nout количество глицерина в растворе моль параметр

Vout объем раствора мл 0.7

Таблица 2. Состав криопротекторной среды

Компонент Концентрация

HEPES 20 мМ

Глицин 10 мМ

Глюкоза 5.56 мМ

Глицерин 1.6–2 М

Сахароза 0.044 М

NaCl 112 мМ

KCl 2.8 мМ

KH2PO4 0.4 мМ

MgSO4 0.2 мМ

Ca-лактат 1.8 мМ

NaHCO3 5 мМ

ведены в табл. 1. Как было показано в работе [26],
коэффициент проницаемости глицерина Pgly за-
висит от концентрации глицерина в исходном
растворе. Валидация модели проходила на основе
данных, полученных для 1 М раствора глицерина.
Однако в растворе, который используется для
криоконсервации сперматозоидов, концентра-
ция глицерина составляет 12% по объему, что со-
ставляет примерно 1.6 М. Коэффициент прони-
цаемости глицерина в таком случае был взят из
работы [26] и равнялся Pgly = 1.68·10–3, получен-
ный для 1.5 М раствора глицерина. 

Дизайн эксперимента. С помощью построен-
ной в работе модели исследовались криопротек-
торные среды, применяемые на практике в совре-
менных клиниках экстракорпорального оплодо-
творения. Состав криопротекторной среды
представлен в табл. 2. В работе исследовались
эякуляты доноров, соответствующих критериям
нормозооспермии (минимальные критерии ос-
новных показателей оценки сперматозоидов в
пределах нормальных значений). 

Криоконсервация сперматозоидов проводи-
лась по протоколу медленной заморозки: инкуба-
ция клеток с криопротекторной средой в соотно-
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шении 1.0 : 0.7 соответственно в течение 10 мин,
затем образцы в три этапа перемещаются в парах
азота и инкубируются на каждом этапе 15 мин для
достижения системой равновесия, далее образцы
погружаются в жидкий азот (–196°C). После хра-
нения в жидком азоте клетки размораживались и
подсчитывалось количество подвижных клеток,
высчитывался индекс подвижности как отноше-
ние подвижных клеток после разморозки к коли-
честву подвижных клеток до заморозки.

Оценка количества аквапоринов. Аквапорины
играют существенную роль в проницаемости гли-
церина. Было показано, что в отсутствии аквапо-
ринов проницаемость клетки для глицерина зна-
чительно уменьшается [22]. Поэтому для оценки
количества аквапоринов будем считать, что весь
поток глицерина идет непосредственно через ак-
вапорины AQP3 и AQP7.

Разделяем поток глицерина на два через AQP3
и AQP7:

Каждый из потоков пропорционален разности
концентраций глицерина внутри и снаружи клет-
ки, а также количеству аквапоринов.
Назовем проницаемостью AQP3 и AQP7 величи-
ну PAQP3,7 – коэффициент пропорциональности.
Тогда поток, связанный с отдельным видом аква-
поринов, можно выразить следующим образом:

где NAQP3,7 – количество аквапоринов 3-го (7-го)
типов.

Для человеческого эритроцита известен коэф-
фициент проницаемости для аквапорина 3-го ти-

= +AQP3 AQP7 .
dN dNdN

dt dt dt

( )= −AQP3,7
AQP3,7 AQP3,7 ex in ,

dN
P N C C

dt

па (P = 1.4·10−6 см/с) [27], а также оценка количе-
ства поринов данного типа – 2500 копий [28]. Из-
вестна также и площадь самого эритроцита: S =
136 мкм2 [29]. Таким образом, исходя из предпо-
ложения о том, что порины в одном семействе
имеют схожие характеристики, приходим к урав-
нению: PAQP3,7NAQP3,7 = PS. Отсюда PAQP3,7 =
= 7.616·10-4 см3/c.

В работе [30] была получена оценка отноше-
ния населенности аквапоринов 3-го и 7-го типов
для сперматозоида быка:

Таким образом, получаем уравнение:

(7)

С помощью программы были исследовались
зависимости N(t) от параметров PAQP7 и NAQP7.
Для подбора оптимальных параметров получен-
ная функция сравнивалась с экспериментальной
кривой, на которой валидировалась модель. Наи-
лучшими параметрами являются те, которые да-
ют наименьшее отклонение от нее.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Валидация модели и подбор параметров Lp и

Pgly проводились на основании эксперименталь-
ных данных из работы [23]. Также на основании
данных из работ [23, 31] определен параметр σ,
равный 0.93. На первом этапе моделировался пе-
ренос воды через мембраны сперматозоидов
при погружении в гипоосмотический раствор
145 мОсм/кг (рис. 2). При валидации модели был
определен следующий коэффициент проводимо-

= = = ϒ3

7

0.889 1.2245
0.726

AQP

AQP

N
N

( ) ( )= + −AQP7 AQP3 AQP7 ex inγ . dN P P N C C
dt

Рис. 2. Изменение объема сперматозоидов в гипоосмотическом растворе (145 мОсм/кг, T = 22°C): (а) – результаты
моделирования, (б) – экспериментальные данные; адаптировано из работы [23].
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сти Lp = 1.84 мкм·мин−1·атм−1. На втором этапе
моделирования был учтен поток глицерина в
сперматозоид через акваглицеропорины. По ре-
зультатам моделирования были получены следу-
ющие коэффициенты проводимости и проницае-
мости соответственно: Lp = 0.77 мкм·мин−1·атм−1

и Pgly = 0.21·10−2 см/мин. Анализ изменения объ-
ема сперматозоида в присутствии потока глице-
рина (1 M) через акваглицеропорины представ-
лен на рис. 3. Образец погружали в 1 М раствор
глицерина и дожидались установления равнове-
сия при комнатной температуре. Затем образец
резко погружали в изотонический раствор без
криопротектора. Коэффициент проницаемости
воды уменьшается при наличии в растворе прони-
кающего в клетку криопротектора, что согласует-
ся с данными работ [2, 32].

Основная задача данной работы - оценка из-
менений, происходящих в сперматозоиде при
криоконсервации не в 1 М глицерин-содержа-
щем растворе, а в реальной криопротекторной
среде, используемой в различных лабораториях
вспомогательных репродуктивных технологий.
Поэтому было проведено моделирование и полу-
чена зависимость изменения относительного
объема клетки для криопротекторной среды, со-
держащей 12 об.% глицерина вначале без сахаро-
зы (рис. 4), а затем с добавлением сахарозы в раз-
личных концентрациях (рис. 5).

При повышении концентрации глицерина
среда становится гиперосмотической. Зависи-
мость изменения относительного объема клетки
от времени представляет собой двухфазную кри-
вую с начальным быстрым уменьшением объема,
за которым следует его увеличение (рис. 4). В на-

Рис. 3. Изменение объема сперматозоида при наличии потока глицерина (1 M): (а) – результат моделирования, (б) –
экспериментально полученная зависимость объема клетки от времени при выходе из клетки криопротектора.

Рис. 4. Зависимость относительного объема клетки от
времени для криопротекторного раствора (12 об. %
глицерина) без сахарозы.

Рис. 5. Зависимость относительного объема клетки от
времени для криопротекторного раствора (12 об. %
глицерина) с разными концентрациями сахарозы.
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чальный момент времени происходит быстрый
отток воды из клетки, так как раствор криопро-
текторной среды является гиперосмотическим по
отношению к содержимому клетки. Клетка при
этом достигает минимального значения объема,
составляющего 77% от изначального, за t = 0.27 с.
Далее клетка постепенно набухает за счет направ-
ленного внутрь клетки потока глицерина и сопут-
ствующего ему потока воды, пока не будет до-
стигнуто осмотическое равновесие. После быст-
рого уменьшения объема, дойдя до значения 77%
от изначального, клетка постепенно увеличива-
ется в объеме, проходя начальное состояние, по-
ка не достигнет объема, составляющего 151% от
изначального, что необходимо для достижения
осмотического равновесия с внешней средой. По
данной зависимости можно судить о характерном
времени установления равновесия между клеткой
и окружающей средой (время достижения клет-
кой максимального объема). Установлено, что
время достижения клеткой равновесного объема
в среде, содержащей 12 об. % глицерина без саха-
розы, составляет 80 с.

Также было исследовано изменение объема
клетки при добавлении в криопротекторную сре-
ду сахарозы в различных концентрациях (рис. 5).
Видно, что наличие сахарозы не влияет на общий
профиль зависимости: так же наблюдается резкое
уменьшение объема клетки за счет быстрого отто-
ка воды из-за большой разницы осмотических
давлений и последующее его увеличение, связан-
ное с потоком глицерина внутрь клетки. Однако
отмечено, что концентрация сахарозы влияет на
характерные минимальные и максимальные раз-
меры, достигаемые клеткой после погружения в
криопротекторную среду. При увеличении кон-
центрации сахарозы внешний раствор становится
все более гиперосмотичным, поэтому при погру-
жении в него клетка теряет больший свой объем
на начальном этапе. Так, для растворов 0.04 М,
0.25 М и 0.5 М сахарозы значения наименьшего
объема (Vmin) составляют соответственно 76, 73 и
69% от начального. Добавление сахарозы в крио-
протекторную среду также влияет на конечный
объем, достигаемый клеткой при достижении
равновесия и на время, необходимое для дости-
жения этого равновесия. Для растворов 0.04 М,
0.25 М и 0.5 М сахарозы значения равновесного
объема (Vmax) составляют соответственно 129, 89
и 73% от начального, а времена достижения рав-
новесия t = 50, 15 и 5 с соответственно. Таким об-
разом, при увеличении концентрации сахарозы в
криопротекторной среде уменьшается конечный
объем клетки, достигаемый при инкубации в рас-
творе.

Исследованные в модельной системе концен-
трации сахарозы чаще всего используются в со-
здании коммерческих криопротекторных сред.

Однако результаты моделирования показывают,
что ни одна из выбранных концентраций сахаро-
зы не возвращают клетку в первоначальный объ-
ем при достижении равновесия с внешней сре-
дой. Таким образом, изменяя концентрации са-
харозы в криопротекторной среде, можно
добиться различных конечных объемов клеток,
что может повлиять на выживаемость при даль-
нейшей криоконсервации. С помощью построен-
ной модели было рассчитано, что при концентра-
ции сахарозы 0.16 М в криопротекторной среде
сперматозоид при достижении равновесия вер-
нется к своему первоначальному объему. Мини-
мальный объем клетки для такого раствора со-
ставляет 74% от изначального, а время выхода на
равновесный объем t = 24 с. 

Проведенное исследование показывает, что
клетке для насыщения глицерином достаточно
находиться в криопротекторной среде порядка
нескольких минут (80 с для раствора без сахаро-
зы). Таким образом, классический протокол за-
морозки, включающий инкубацию клеток в
криопротекторной среде в течение 10 минут, мо-
жет быть оптимизирован. Данное предположение
было проверено экспериментально на спермато-
зоидах человека. Образец клеток донора инкуби-
ровали в криопротекторной среде 2 мин, исходя
из результатов моделирования. После инкубации
клетки замораживали и размораживали в соот-
ветствии с протоколами, используемыми в кли-
никах вспомогательных репродуктивных техно-
логий. После разморозки оценивался индекс по-
движности клеток, соответствующий степени их
выживаемости. Результаты сравнивались с кон-
трольными клетками того же донора, заморожен-
ными в соответствии с классическими клиниче-
скими протоколами, требующие первоначальной
инкубации клеток в криопротекторной среде на
протяжении 10 мин. Результаты анализа крио-
консервации образцов клеток 13 доноров c уcта-
новленной ноpмозооcпеpмией (по кpитеpиям
Вcемиpной оpганизации здpавооxpанения) пред-
ставлены в табл. 3.

Показано, что статистически значимых разли-
чий (с уровнем значимости р = 0.05) в индексе по-
движности сперматозоидов для разных времен
инкубации в криопротекторной среде нет. На ос-
новании данных, полученных из модели и прове-
ренных в эксперименте, можно сделать вывод о
том, что время инкубации сперматозоидов в
криопротекторной среде перед криоконсерваци-
ей может быть сокращено до 2 мин. Ранее мы об-
ращали внимание на то, что инкубация спермато-
зоидов в криопротекторной среде повышает у них
степень фрагментации ДНК после разморозки,
так как проникающие криопротекторы являются
цитотоксическими [33]. Сокращение времени
инкубации клеток до заморозки поможет сохра-
нить большее число клеток с целостной ДНК.
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Также были проведены предварительные экс-
перименты по сравнению индекса подвижности
клеток после криоконсервации в среде с концен-
трацией сахарозы 0.04 М (соответствует коммер-
ческим криопротекторным средам) и 0.16 М, при
которой клетка возвращается к своему изначаль-
ному объему (получена в результате моделирова-
ния). В ходе эксперимента было обнаружено, что
в среде с концентрацией сахарозы 0.16 М индекс
подвижности сперматозоидов на 8% выше, чем в
коммерческой криопротекторной среде. Таким
образом результаты моделирования предлагают
пути оптимизации состава криопротекторной
среды и протокола криоконсервации для повы-
шения выживаемости клеток. 

Построенная модель позволила провести
оценку количества аквапоринов 7-го и 3-го типов
в сперматозоиде человека, что ранее не проводи-
лось. При решении уравнения (7) мы проводили
калибровку параметров PAQP7 и NAQP7, чтобы све-
сти его к решению уравнения (2). В результате ва-
рьирования параметров были получены следую-
щие результаты: проницаемость одного аквапо-
риина 7-го типа PAQP7 = 0.00366 мкм3/с;
количество аквапоринов 7-го типа составляет
NAQP7 = 6750, а 3-го типа – NAQP3 = 8265. 

ВЫВОДЫ

Таким образом различные концентрации от-
дельных компонент криопротекторных сред мо-
гут влиять на изменение объема клеток и степень
выживаемости после криоконсервации. В работе
представлена модель проникновения водного
раствора глицерина 12 об.% через мембрану
сперматозоидов человека. С помощью построен-
ной модели была изучена динамика изменения
объема клетки в зависимости от концентрации
отдельных компонент криопротекторной среды;
рассчитано характерное время установления
равновесия между изучаемой криопротекторной
средой и клетками, которое составило 80 с. Рас-
считана концентрация сахарозы (0.16 М), при ко-
торой клетка возвращается к исходному объему.
Проведенные эксперименты по оценке индекса
подвижности клеток показали, что время инкуба-
ции клеток в криопротекторной среде перед за-

морозкой может быть сокращено с 10 до 2 мин, а
повышение концентрации сахарозы до 0.16 М по-
вышает степень выживаемости клеток. Результа-
ты моделирования и проведенные эксперименты
позволяют скорректировать привычные протоко-
лы криоконсервации сперматозоидов человека.
Созданная модель позволила оценить количество
аквапоринов AQP7 в сперматозоиде человека, что
составило 6750 копий, и количество аквапоринов
AQP3, что составило 8265 копий. 
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 Transport of Glycerol Through the Human Sperm Membrane during Cryopreservation
 A.A. Ivanova*, I.I. Leonov*, E.S. Gnilozub-Volobueva*, M.A. Ovchinnikov**, 
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Cryopreservation of biological material is an important task in many areas of biology and medicine especially
for assisted reproductive technologies. Cryoprotective media including cell-penetrating and non-penetrating
components are used for effective cryopreservation of cells. Usually glycerin in various concentrations acts as
a penetrating component. However, elucidating the mechanisms of the cryoprotective action of these com-
pounds as well as increasing the proportion of surviving cells after cryopreservation remain urgent objective
of cryobiology. The work examines the mechanism of glycerol transfer through sperm membranes with the
participation of aquaporins using the method of mathematical modeling. The presented model describes dy-
namics of changes in sperm volume depending on the concentration of glycerol and sucrose in the cryopro-
tective medium. As a result of the analysis the characteristic time for establishing equilibrium between the
studied cryoprotective medium and cells was calculated and amounts to t = 80 s in the presence of glycerol
12% vol. The concentration of sucrose (0.16 M) at which the cell returns to its original volume after incuba-
tion in a cryoprotective medium was determined. It has been shown that human sperm can contain
6750 AQP7 with a permeability PAQP7 = 0.00366 μm3/s. The experiments performed showed an increase in
the sperm motility index when correcting the concentration of sucrose in the solution according to the mod-
eling results.

Keywords: cryoprotectant, glycerol, aquaglyceroporin, spermatozoon, Kedem–Kachalsky model
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