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SCHLEY-System модель 1.04. Методом CASA качественные характеристики спермы 
трутней оценивали с помощью анализатора класса спермы Sperm Class Analyzer (SCA) 
MICROPTIC S.L. Сперматозоиды оценивали на подвижность и концентрацию. Разли-
чия между исследуемыми группами сравнивали с помощью t-критерия Стьюдента для 
независимых выборок. Результаты исследований демонстрируют возможность оценки 
подвижности и концентрации сперматозоидов трутней медоносной пчелы методом 
CASA в сочетании с фазово-контрастной микроскопией (Ph+). При оценке CASA кон-
центрация сперматозоидов составила в среднем 4,6 млн/мкл, что на 0,4 млн меньше по 
сравнению с оценкой методом традиционной глазомерной микроскопии и не является 
достоверно значимой разницей. Общая подвижность сперматозоидов, оцениваемая ме-
тодом CASA, достоверно отличалась (t = 2,8) от визуальной оценки в среднем на 16,7%. 
В частности, на определении общей подвижности сперматозоидов трутней методом 
глазомерной микроскопии сказалась субъективная оценка оператора.

Трутень, подвижность сперматозоидов, концентрация сперматозоидов, CASA.
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Введение
Медоносные пчелы являются важ-

ным элементом экологической системы, 
так как на их долю приходится 80–90% 
опыляемых энтомофильных растений. 
Биоразнообразие пчел в жизни человека 
имеет экологическое, социальное, эко-
номическое и эстетическое значение. 
Сохранение биоразнообразия медонос-
ных пчел выступает актуальной пробле-
мой растущего экологического кризи-
са. И независимо от основных причин, 
вызывающих гибель пчелиных семей, 
только эффективное размножение медо-
носных пчел имеет основополагающее 
значение для восполнения этих потерь 
(Yaniz et al., 2020). Восполнение утра-
ченной численности пчелиных семей 
возможно с применением таких биотех-
нологических методов, как биобанкинг 
спермы трутней и искусственное осеме-
нение пчелиных маток. Ключевым фак-
тором успешного воспроизводства пче-
линых семей служит качество спермы 
трутней.

Основными показателями качества 
спермы трутней медоносных пчел явля-
ются подвижность, жизнеспособность и 
концентрация сперматозоидов. Подвиж-
ность и концентрация обычно считаются 
одними из наиболее важных характери-
стик, связанных с фертильностью спер-
матозоидов. Показатель подвижности – 
это выражение структурной целостности 
сперматозоида (Gil et al., 2009). Изучение 
функциональной целостности мембран 
выступает в качестве контроля точно-
сти оценки подвижности сперматозои-
дов (Науменкова и др., 2020). Но скорость 
оплодотворения более тесно коррелирует 
с морфологией сперматозоидов (Duncan 
et al., 1993; Hinting et al., 1990). Немало-
важным показателем качества спермы 
трутней является оценка дисперсии хро-
матина сперматозоидов с помощью теста 
на фрагментацию ДНК сперматозоидов 
(SDF-тест). Недавно проведенные иссле-
дования по адаптации SDF-теста в пчело-
водстве (Borsuk et al., 2018) подтвердили 
гипотезу о том, что инфекционное за-
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болевание медоносных пчел, вызванное 
возбудителем Nosema ceranae, способству-
ет повреждению ДНК сперматозоидов 
трутней. Таким образом, оценка качества 
спермы трутней медоносных пчел есть 
комплексный анализ, требующий оцен-
ки множества характеристик спермато-
зоидов. Такой анализ на сегодняшний 
день осуществляется преимущественно 
методом глазомерной микроскопии (ви-
зуальной оценки). Существует также ап-
паратный метод оценки качества спермы 
с помощью CASA (Computer-aided sperm 
analyses). Наиболее широкое распростра-
нение метод CASA получил в животновод-
стве. В пчеловодстве первые успешные по-
пытки по адаптации компьютерного ана-
лиза к сперме трутней были предприняты 
А. Inour-Iskounen (Inour-Iskounen, 2020) и 
J. Murray (Murray, 2022). Авторы примени-
ли метод CASA к оценке общей подвижно-
сти сперматозоидов и ее кинематических 
параметров (VAP, VSL, LIN, ALH, BCF). Си-
стема CASA включает ряд аналитических 
программ, позволяющих провести анализ 
спермы по многим параметрам:

– mot (motility) – аналитическая про-
грамма оценки подвижности и ее кине-
матических параметров, включает также 
подсчет концентрации сперматозоидов;

– mrf (morphology) – морфологический 
анализ структуры сперматозоидов;

– vit (vitality) – программа по исследова-
нию жизнеспособности сперматозоидов, 
то есть целостности их мембран и акро-
сом;

– dna (deoxyribonucleic acid) – аналити-
ческая программа по изучению диспер-
сии хроматина или фрагментации ДНК 
сперматозоидов;

– leu (leukocyte formula) – лейкограмма 
или лейкоцитарная формула; аналитиче-
ская программа по исследованию различ-
ных видов лейкоцитов.

Отсутствие популярности данного ме-
тода в пчеловодстве объясняется не-

которыми трудностями, связанными с 
идентификацией системой CASA голо-
вок сперматозоидов трутней (Yaniz et al., 
2020). Помимо этого, сперматозоиды ме-
доносных пчел осуществляют движения, 
весьма отличные от сперматозоидов мле-
копитающих, имея тенденцию к быстрой 
вибрации и движению по относительно 
круговой схеме (Yaniz et al., 2020). Однако 
компьютерный анализ позволяет избе-
жать рутинной практики и быстро оце-
нить большой объем образцов.

В российском пчеловодстве компьютер-
ный анализ спермы трутней медоносных 
пчел проводится впервые.

Цель настоящего исследования – опре-
делить различия в оценке подвижности 
и концентрации сперматозоидов трутней 
медоносной пчелы методом глазомерной 
микроскопии и CASA. Предполагается ре-
шить следующие задачи:

1) провести оценку качества спермы 
трутней методом традиционной глазо-
мерной микроскопии и CASA;

2) оценить различия в оценке качествен-
ных характеристик спермы трутней ис-
следуемых методов.

Материалы и методы исследований
Исследование проводили на экспери-

ментальной пасеке ФГБНУ «Федераль-
ный научный центр пчеловодства» (Рос-
сия, г. Рыбное) в период активного сезо-
на (июль – август) 2022 года.

Объектом исследований являлась сперма 
трутней внутрипородного типа среднерус-
ской породы пчел «Приокский» (А.с. № 5818 
от 21.10.1992), который был выведен на ос-
нове скрещивания среднерусской и серой 
горной кавказской пород сотрудниками 
ФГБНУ «ФНЦ пчеловодства».

Сперму отбирали методом искусствен-
ной стимуляции выворачивания эндо-
фаллоса у половозрелых трутней в воз-
расте 22–30 суток. Сперму собирали не-
посредственно в стерильный стеклянный 
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капилляр шприца оборудования для ис-
кусственного осеменения SCHLEY-System 
модель 1.04 (A&G Wachholz). Свежеото-
бранную сперму в объеме 1 мкл разбав-
ляли в стерильной чашке Петри (Nunc) пу-
тем добавления 5,0 мл трис-буфера pH 8,75 
(Rhodes, 2008). Перед оценкой качества 
спермы трис-буфер выдерживали на во-
дяной бане в течение 10 мин при 37 °C.

Подвижность и концентрацию спермато-
зоидов в счетной камере Горяева (МиниМед, 
Россия) методом глазомерной микроско-
пии оценивали на светодиодном флуо-
ресцентном микроскопе Альтами-ЛЮМ 1 
(Альтами, Россия) при увеличении ×400. 
Общую подвижность сперматозоидов 
(ОП, %) оценивали в 10 полях зрения ми-
кроскопа. Учитывали прямолинейно-по-
ступательное движение спермиев, ма-
нежное и колебательное (вибрация). Для 
определения общей подвижности исполь-
зовали следующую формулу: общая под-
вижность сперматозоидов (%) = (общее ко-
личество сперматозоидов – неподвижные 
сперматозоиды / общее количество спер-
матозоидов) × 100%.

Концентрацию спермы определяли по 
формуле (Милованов, 1962):

С = h×5000×400 / 80×0,1×1000000,

где:
С – искомое количество сперматозоидов – 
млн шт. в 1 мкл спермы;
h – количество сперматозоидов в 80 малых 
квадратах;
5000 – степень разбавления;
400 – площадь малого квадрата, мм2;
80 – число сосчитанных малых квадратов;
0,1 – глубина малого квадрата сетки, мм;
1000000 – множитель, приводящий ре-
зультат к объему 1 мкл.

Методом CASA качественные характе-
ристики спермы трутней оценивали с по-
мощью анализатора класса спермы Sperm 

Class Analyzer (SCA) версия 2 (MICROPTIC 
S.L., Barcelona, Spain). Система оснащена 
цифровой камерой Basler acA 1920-155uc 
USB 3.0 (Basler AG, Germany), установ-
ленной на микроскопе Nikon Eclipse Ci-L 
(Nikon, Tokyo, Japan). Сперматозоиды 
трутней изучали с помощью положитель-
ной фазово-контрастной микроскопии 
(конденсор микроскопа в положении Ph+). 
Общую подвижность (TM, %) и концен-
трацию сперматозоидов изучали в 10 мкл 
разбавленной спермы с использованием 
камеры Маклера. В каждом образце ана-
лизировали три микроскопических поля с 
помощью фазово-контрастного объектива 
(10,25). Полученное количество спермиев 
умножали на коэффициент разведения 
(5000) и выражали концентрацию спер-
матозоидов в миллионах на миллилитр 
(в соответствии с инструкцией камеры 
Маклера) или в миллионах на микролитр.

Статистический анализ проводили на 
программном обеспечении Statistica для 
Windows версия 13 (StatSoft, Россия). Раз-
личия между исследуемыми группами 
сравнивали с помощью t-критерия Стью-
дента для независимых выборок. Влияние 
считалось значимым при p ˂ 0,05. Нор-
мальность распределения проверяли с по-
мощью статистики Шапиро – Уилка.

Результаты исследований
Концентрация сперматозоидов в 1 мкл 

свежеотобранной спермы находилась в 
интервале от 2,5 до 9,1 млн, в среднем 
5,0 млн при глазомерном методе оценки 
(табл.). Общая подвижность сперматозо-
идов в среднем 58,1% соответственно.

При оценке методом CASA концентра-
ция сперматозоидов составила в сред-
нем 4,6 млн/мкл, что на 0,4 млн меньше 
по сравнению с оценкой методом гла-
зомерной микроскопии и не является 
достоверно значимой разницей. Общая 
подвижность сперматозоидов, оценива-
емая методом CASA, достоверно отли-
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чалась (t = 2,8) от визуальной оценки в 
среднем на 16,7%.

Компьютерная оценка качества спер-
мы позволяет определять прогрессивную 
подвижность сперматозоидов (PR, %); 
быстро-прогрессивную (R, %) и средне-
прогрессивную (MR, %). Метод CASA спо-
собен анализировать кинематические па-
раметры подвижности сперматозоидов: 
прямолинейную скорость (VSL, мкм/с) – 
среднюю скорость прохождения голов-
ки сперматозоида по прямой линии от 
ее первого до последнего положения; 
среднюю скорость прохождения (VAP, 
мкм/с) – среднюю скорость головки 
сперматозоида по его средней траекто-
рии; процент линейности (LIN, %) – соот-
ношение между VSL и фактической ско-
ростью перемещения сперматозоида по 
траектории (параметр VCL). В ходе про-
водимых нами исследований отмечено, 
что сперматозоиды трутней медоносной 
пчелы, принимая форму колец, соверша-
ют в камере Маклера преимущественно 
(в 90% случаев) манежное движение. В 
остальных случаях – это колебательные 
движения (вибрация). Известно, что глу-
бина и конструкция камеры могут ока-
зывать влияние на подвижность сперма-
тозоидов, вызывая ограничение их пере-
мещения от взаимодействия со стенками 
камеры (Verstegen et al., 2002). Глубина 
камеры Маклера (рис. 1), составляющая 
10 мкм, очевидно, не позволяет сперми-

ям медоносной пчелы, длина которых 
составляет 250–270 мкм (Peng, 1993), со-
вершать поступательные движения. По-
ступательное движение спермиев медо-
носной пчелы, как известно, проходит по 
спирали (Yaniz et al., 2020).

Таблица. Сравнительная оценка методов изучения качественных характеристик спермы
трутней (n = 51–52, г. Рыбное, Рязанская обл.), 2022 год

Метод оценки
Качественные характеристики

концентрация, млн/мкл общая подвижность, %
M±m (Lim) σ Cv, % M ± m (Lim) σ Cv, %

CASA, n = 51 4,6 ± 0,3
(0,9–9,6) 2,2 47,9 74,8 ± 3,7а

(0–100) 26,1 34,9

Визуальная, n = 52 5,0 ± 0,2
(2,5–9,1) 1,6 31,5 58,1 ± 4,8а

(0–100) 34,5 59,3

Примечание: а – существенные различия при р < 0,05.
Источник: результаты исследований авторов.

Рис. 1. Общий вид камеры Маклера
Источник: результаты исследований авторов.

Рис. 2. Сперматозоиды трутней медоносной 
пчелы в счетной камере Горяева

Источник: результаты исследований авторов.
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В счетной камере Горяева (рис. 2), глуби-
на которой составляет 100 мкм, спермато-
зоиды трутней осуществляют все извест-
ные виды подвижности. Однако в данном 
случае усложняется анализ всех гамет, по-
скольку они двигаются в разных фокаль-
ных плоскостях (Yaniz et al., 2019).

Немаловажное значение для анализа 
имеет степень разбавления спермы. С по-
мощью оборудования для искусственного 
осеменения маток от одного половозрело-
го трутня удается получить 1 мкл спермы 
(Бородачев, Бородачева, 1989). Именно 
такой объем лежит в основе определения 

Рис. 3. Анализ CASA сперматозоидов трутней и посторонних объектов в счетной камере Маклера
Источник: результаты исследований авторов.

Рис. 4. Результаты оценки сперматозоидов и посторонних объектов с помощью CASA
Источник: результаты исследований авторов.
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концентрации сперматозоидов. И в этой 
единице объема (1 мкл) при данной тех-
нологии отбора может содержаться 1,5–
7,3 млн сперматозоидов (Yaniz et al., 2020). 
Степень разбавления в 5000 раз позволяет 
добиться такого результата, когда в поле 
зрения микроскопа мы можем наблюдать 
единичные сперматозоиды (4–10 гамет), 
свободно совершающие различные виды 
движения. Это, в свою очередь, дает воз-
можность как оператору, так и компью-
терной системе проводить корректный 
анализ изображения. Система CASA не 
анализирует изображения, содержащие 
сдвоенные или соприкасающиеся сперма-
тозоиды. По ходу собственных исследова-
ний система CASA часто анализировала 
в поле зрения объектива микроскопа по-
сторонние объекты, не являющиеся спер-
матозоидами трутней (рис. 3, 4).

Одной из причин появления посторон-
них объектов в поле зрения выступает не-
достаточная подготовка к работе поверх-
ностей стекла камеры Маклера. После 
тщательного удаления высохших разво-

дов жидкости и пыли система проводила 
более корректный анализ (рис. 5, 6).

Возможно, данное обстоятельство свя-
зано с настройками спецификации си-
стемы относительно исследуемого объ-
екта. Система CASA использует головки 
сперматозоидов в качестве точки отсче-
та для анализа (Lu et al., 2014). Головки 
сперматозоидов у трутней медоносной 
пчелы, без предварительной фиксации 
и окрашивания, не имеют четких гра-
ниц на теле спермия. По данным S.Y.C. 
Peng (Peng et al., 1993) ширина головки 
спермиев трутней 0,4–0,5 мкм, а осталь-
ной части тела 0,7 мкм. В связи с этим 
исследование CASA невозможно с помо-
щью фазово-контрастной микроскопии, 
так как головка сперматозоида не может 
быть четко идентифицирована систе-
мой для отслеживания движения (Yaniz 
et al., 2020; Murraya et al., 2022). Авто-
рами была применена флуоресцентная 
микроскопия с использованием флюо-
рохрома SYBR-14 и цифровой камеры 
Маклера.

Рис. 5. Анализ системой CASA подвижности и концентрации сперматозоидов трутней в камере 
Маклера

Источник: результаты исследований авторов.
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Inouri-Iskounen с соавторами в ходе ра-
боты по изучению воздействия инсекти-
цида имидаклоприд (IMD) на подвиж-
ность сперматозоидов трутней исполь-
зованы система CASA с отрицательной 
фазово-контрастной микроскопией (кон-
денсор микроскопа в положении Ph-) и 
традиционный глазомерный метод оцен-
ки (Inouri-Iskounen et al., 2020). Наряду 
с общей характеристикой подвижности 
спермиев авторы исследовали кинемати-
ческие параметры подвижности, но толь-
ко контрольных образцов спермы, не под-
вергшихся воздействию IMD. В результа-
те общая подвижность (TM, %) составила 
57–58%, а скорость сперматозоидов трут-
ней оказалась самой низкой в сравнении с 
различными видами животных.

В работе J. Murraya общая подвижность 
(91,9%), показатели прямолинейной ско-
рости (VSL, %) и средней скорости про-
хождения (VAP, %), напротив, оказались 
значительно выше (Murraya et al., 2022).

Показатель общей подвижности (74,8%), 
полученный методом CASA в ходе наших 
исследований, занимает промежуточное 
положение относительно результатов, 

опубликованных вышеуказанными авто-
рами.

В недавнем исследовании (Yaniz et al., 
2019) было продемонстрировано доста-
точно серьезное влияние состава разба-
вителя на подвижность сперматозоидов 
трутней медоносной пчелы. Наибольшее 
признание среди ученых мира и, соответ-
ственно, широкое распространение при-
обрел Kiev буфер (Collins, 2005): цитрат на-
трия Na3C6H5O7 – 2,43 г; бикарбонат натрия 
NaНCO3 – 0,21 г; хлорид калия KCl – 0,41 г; 
D-глюкоза – 0,3 г, на 100 мл деионизиро-
ванной дистиллированной воды. Ориги-
нальный Kiev разбавитель с низкой ос-
молярностью впервые описал Ф. Руттнер 
(Руттнер, 1975). Но, по мнению исследо-
вателей (Yaniz et al., 2019), этот вариант 
разбавителя в большинстве случаев вы-
зывает у сперматозоидов трутней осмо-
тический шок. По данным Л. Верма (Вер-
ма, 1977), осмолярность спермы трутней 
и ее семенной плазмы составляет 467 и 
325 мосмоль/л. Модифицированный Kiev 
разбавитель, описанный A. Collins, за-
нимает промежуточное значение в этом 
диапазоне и составляет 384 мосмоль/л. 

Рис. 6. Результаты оценки сперматозоидов трутней с помощью CASA
Источник: результаты исследований авторов.
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Несмотря на небольшие различия в соста-
ве Kiev буфера, применяемого в работах
J. Murraya и A. Inouri-Iskounen, авторам 
удалось получить практически идентич-
ные результаты оценки общей подвиж-
ности сперматозоидов трутней методом 
традиционной микроскопии – 85,5 и 
78,5% соответственно.

В нашем исследовании показатель об-
щей подвижности, полученный методом 
субъективной визуальной оценки, ока-
зался значительно ниже (58,1%). В оцен-
ке подвижности сперматозоидов теку-
щего исследования принимали участие 
два оператора, один из которых изучал 
качественные характеристики методом 
глазомерной микроскопии. В частности, 
опыт оператора отразился на полученных 
результатах, весьма отличных от данных 
других авторов (Murraya et al., 2022; Inouri-
Iskounen et al., 2020).

В своей работе мы избежали изучения 
кинематических параметров подвижно-
сти сперматозоидов. После естествен-
ного спаривания или искусственного 
осеменения пчелиная матка нагнетает 
из парных яйцеводов в семяприемник 
необходимый объем спермы для после-
дующего хранения. Нагнетание спермы, 
то есть ее движение в половом пути пче-
линой матки, осуществляется группами 
мышц на каждом участке этого пути. Из 
семяприемника сперма подается на яйцо 
в виде пучка, состоящего из 8–12 спер-
матозоидов (Руттнер, 1975). Сокращение 
и расслабление мышц полностью кон-

тролируется пчелиной маткой. По этой 
причине изучение кинематических па-
раметров подвижности сперматозоидов 
трутней может представлять интерес 
лишь в исследовательских целях, тогда 
как для повседневной рутинной работы 
достаточно оценки общей подвижности 
сперматозоидов.

Безусловно, метод CASA – современный 
объективный метод оценки подвижности 
сперматозоидов. Минусами этого метода 
являются высокая стоимость оборудова-
ния CASA (Атрощенко и др., 2018) и ис-
пользование флюорохромов (SYBR-14), не 
безопасных для жизни человека.

Выводы
Результаты исследований демонстри-

руют возможность оценки подвижности 
и концентрации сперматозоидов трутней 
медоносной пчелы методом CASA в соче-
тании с фазово-контрастной микроско-
пией (Ph+). При оценке CASA концентра-
ция сперматозоидов составила в среднем 
4,6 млн/мкл, что на 0,4 млн меньше по 
сравнению с оценкой методом традици-
онной глазомерной микроскопии и не 
является достоверно значимой разницей. 
Общая подвижность сперматозоидов, 
оцениваемая CASA, достоверно отлича-
лась (t = 2,8) от визуальной оценки в сред-
нем на 16,7%. В частности, на определе-
нии общей подвижности сперматозоидов 
трутней методом глазомерной микроско-
пии сказалась субъективная оценка опе-
ратора.
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The study of sperm quality in honey bee drones is a complex analysis that requires evaluating 
multiple sperm characteristics. Such analysis is currently performed via traditional ocular 
microscopy. There is also a computer-aided sperm analyses (CASA) method for assessing sperm 
quality. The CASA method is most widely used in the livestock industry. The aim of our study 
was to determine the differences in the assessment of motility and sperm concentration of honey 
bee drones by ocular microscopy and CASA. Sperm was collected by artificial stimulation of 
endophallus eversion in sexually mature 22–30-day-old honey bee drones using SCHLEY-
System model 1.04 artificial insemination equipment. By the CASA method, the qualitative 
characteristics of the sperm were evaluated using Sperm Class Analyzer (SCA) MICROPTIC 
S.L. Spermatozoa were evaluated for motility and concentration. Differences between study 
groups were compared using Student’s t-test for independent samples. The results of the study 
demonstrate the possibility of assessing the motility and concentration of spermatozoa of honey 
bee drones by the CASA method in combination with phase-contrast microscopy (Ph+). In CASA 
evaluation, sperm concentration averaged 4.6 million/μl, which was 0.4 million less than the 
figure obtained via conventional ocular microscopy and was not a significant difference. Total 
sperm motility assessed by the CASA method was significantly different (t = 2.8) from visual 
assessment by an average of 16.7%. In particular, the determination of total sperm motility of 
honey bee drone spermatozoa via ocular microscopy was affected by the subjective evaluation 
of the operator.

Drone, sperm motility, sperm concentration, CASA.
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