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Введение. Современные требования по внедрению лекарственных препаратов в клиническую прак-
тику включают тест на митохондриальную токсичность. Митохондрии являются мишенями многих 
фармацевтических и терапевтических средств, которые могут их повредить и привести к измене-
ниям в морфологии и функции. Сперматозоиды имеют одно из самых больших соотношений ми-
тохондрий к размеру тела, у них отсутствует цитоплазма между митохондриями и плазматической 
мембраной, поэтому они являются хорошей потенциальной моделью для экспресс-теста на мито-
хондриальную токсичность.
Цель работы – оценка подвижности и митохондриального мембранного потенциала бычьих 
сперматозоидов Bos taurus taurus в присутствии  Т-2-токсина и дельтаметрина. 
Материал и методы. В качестве токсинов использовался Т-2-токсин и дельтаметрин. Основными 
изучаемыми параметрами были уровень митохондриального потенциала (с помощью красителя 
MitoTracker™ Green FM), подвижность сперматозоидов и их взаимосвязь.
Результаты. Обнаружено, что между подвижностью сперматозоидов быка и митохондриальным по-
тенциалом их митохондрий существует сильная корреляция (R > 0,87; p < 0,05). Была подтверждена 
митохондриальная токсичность дельтаметрина, хотя и в гораздо меньшей степени, чем у Т-2-ток-
сина. Кроме того, были обнаружены определенные закономерности в распределении активных зон 
митоходриального потенциала у сперматозоидов быка.
Заключение. С помощью дельтаметрина и Т-2-токсина в данном исследовании было показано, что 
сперматозоиды быков и их митохондриальный потенциал могут быть использованы в качестве 
экспресс-теста на митохондриальную токсичность.
Ограничения исследования. Определение митохондриального потенциала изучаемых сперматозоидов 
с помощью красителя MitoTracker™ имело скорее качественный характер, отражая не столько уро-
вень собственно потенциала, сколько количество сперматозоидов, имеющих потенциал достаточ-
ный для инициации свечения красителя.
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Introduction. The testing for mitochondrial dysfunction has become routine assay for drug and cosmetics safety 
evaluation. Mitochondria are targets of many pharmaceutical and therapeutic agents that can damage them 
and lead to changes in morphology and function. Spermatozoa have one of the highest ratios of mitochondria 
to body size, they lack the cytoplasm between the mitochondria and the plasma membrane, which makes 
them a good potential model for a rapid test on mitochondrial toxicity.
The aim of our work – assessment of motility and mitochondrial membrane potential of bovine spermatozoa 
Bos taurus taurus in the presence of T-2-toxin and deltamethrin.
Material and methods. T-2-toxin and deltamethrin were used as toxins. The main parameters studied were 
the level of mitochondrial potential (using the MitoTracker™ Green FM dye), sperm motility and their 
relationship.
Results. We found a strong correlation between the motility of bovine spermatozoa and the mitochondrial 
potential of their mitochondria (R>0.87; p<0.05). The mitochondrial toxicity of deltamethrin has been 
confirmed, although to a much lesser extent than that of the T-2-toxin. In addition, certain patterns were 
found in the distribution of active zones of the mitochondrial potential in bull spermatozoa.
Conclusion. Using deltamethrin and T-2-toxin in this study, it was shown that the sperm cells of bulls and their 
mitochondrial potential can be used as an express test for mitochondrial toxicity.
Limitations. Determination of the mitochondrial potential of the studied spretamotozoa using the 
MitoTracker™ dye was rather of a qualitative nature, reflecting not so much the level of the mitochondrial 
potential but the number of spermatozoa that have the potential sufficient to initiate the luminescence of 
the dye.
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Введение
Тестирование на митохондриальную актив-

ность стало рутинным анализом при оценке безо- 
пасности лекарств и косметики [1]. Подходы, 
основанные на изучении содержания митохон-
дриальной ДНК в клетках в физиологических 
условиях довольно трудоемки.

Митохондрии сперматозоидов отличаются от 
соответствующих органелл соматических клеток, 
однако общие особенности митохондрий, вклю-
чая образование митохондриального мембран-
ного потенциала (ΔΨm), остаются теми же [2]. 
Поэтому сперматозоиды являются уникальным 
модельным объектом in vivo для экспресс-тести-
рования митохондриальной дисфункции. Есть 
ряд исследований на сперматозоидах человека, 
которые показывают определённую взаимосвязь 
между их подвижностью и ΔΨm [3]. Однако ви-
доспецифические особенности, которые суще-
ствуют между сперматозоидами разных видов, а 
также этические требования делают человеческие 
сперматозоиды неподходящими для широкого 
использования [4].

Токсин Т-2 является наиболее сильным и ток-
сичным среди пищевых трихотеценовых мико-
токсинов, ингибирующих: синтез ДНК, РНК, 
деление клеток, структуру мембран и функцию 
митохондрий [5–8]. Т-2-токсин ингибирует фер-
тильность (включая подвижность сперматозои-
дов) взрослых животных мужского пола [9–11]. 
Кроме того, Т-2-токсин влияет на митохондри-
альную дисфункцию с индукцией апоптоза и сни-
жением как ΔΨm, так и продукции АТФ [12–15]. 
Дельтаметрин, как и другие синтетические пире-
троиды, обладает высокой инсектицидной актив-
ностью (из-за своей нейротоксичности) с некото-
рой токсичностью для птиц и млекопитающих [16].  
Молекулярный механизм этой токсичности, 
по-видимому, связан с индукцией окислительного 
стресса, вызванного изменениями в организации 
липидов митохондриальной мембраны [17–19].  

Однако, в отличие от T-2-токсина, прямое уча-
стие дельтаметрина в митохондриальной токсич-
ности остаётся неясным.

Цель работы – оценка подвижности и мито-
хондриального мембранного потенциала бычьих 
сперматозоидов Bos taurus taurus в присутствии 
Т-2-токсина и дельтаметрина.

Материал и методы
Материалы. В качестве токсинов в исследова-

нии использовали: 1) дельтаметрин, произведён-
ный в ООО «Научно-производственная фирма 
"Современные химические и физические техно-
логии"» (г. Уфа); 2) Т-2-токсин, синтезированный 
биологическим путём в лаборатории отдела токси-
кологии ФГБНУ «ФЦТРБ-ВНИВИ» (г. Казань). 
Исходные растворы токсинов готовили с исполь-
зованием диметилсульфоксида (ДМСО). Образец 
спермы был приобретён в ООО «Плинор» (Рос-
сия) в замороженном виде (жидкий азот) от элит-
ных быков (возраст 5 лет) голштинской породы. 

Методы. Образцы спермы непосредствен-
но перед использованием размораживали путём 
инкубации на водяной бане при 37 ○С. После от-
таивания образцы спермы разводили в водном 
растворе, содержащем 3% глюкозы, 1,5% цит-
рата натрия 5-водного, 10% желтка, пеницил-
лин-стрептомицин 0,75 Ед/мл. 

Для оценки подвижности сперматозоидов по-
сле добавления токсинов сперму быка (10 млн/мл)  
предварительно инкубировали с разной концен-
трацией разведенных токсинов (0,1 нМ; 1 нМ;  
10 нМ; 100 нМ для Т-2-токсина; 0,01 мкМ; 0,1 мкМ;  
1 мкМ; 10 мкМ для дельтаметрина) в течение  
15 мин при 37 ○С. В качестве контроля использо-
вали сперму быка, не обработанную токсинами. 
Подвижность сперматозоидов оценивали вруч-
ную. Количество активных (подвижных) клеток 
подсчитывали под стереомикроскопом «Микро-
мед» (Россия) с тёмным полем при 10-кратном 
увеличении. Оценка включала 40 сперматозоидов 
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на одно оптическое поле. В каждом поле выбор 
для просмотра ячеек начинался с позиции 12 ч и 
двигался по часовой стрелке. Нами были выбраны  
4 произвольных и независимых поля. В работе 
была использована только суспензия сперматозо-
идов с подвижностью более 70%. Анализ проводи-
ли по методу Бавистера и Эндрюса [20].

После разморозки спермы для выявления 
активных митохондрий в живых сперматозо-
идах добавляли флуоресцентный краситель 
MitoTracker™ Green FM (Molecular Probes, 
Eugene, США) до 200 нМ с последующей инку-
бацией в течение 20 мин при 37 ○C. Окрашенные 
образцы использовали для флуоресцентной и 
конфокальной микроскопии с помощью микро-
скопа Leica TCS SP5 (Leica Microsystems GmbH, 
Германия). Процент окрашенных сперматозо-
идов определяли, как описано у Sousa с соавто-
рами [21]. Вкратце, 200 сперматозоидов на по-
кровном стекле подсчитывали как минимум с 
четырёх разных полей. Во всех экспериментах 
подсчеты проводились как минимум двумя на-
блюдателями, а образцы были слепыми (неиз-
вестные для наблюдателя). Точное местополо-
жение флуоресцентного сигнала в отдельных 
клетках сперматозоидов оценивали с помощью 
конфокальной микроскопии.

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием программного обеспечения SPSS, 
версия 20 (SPSS Inc., США). Характер распре-
деления образцов был проанализирован с ис-
пользованием теста Колмогорова–Смирнова. 
Корреляционный анализ Пирсона (коэффи-
циент корреляции R) был проведён для оцен-
ки уровня корреляции между наборами данных 
ΔΨm и подвижности сперматозоидов. Данные в 
тексте и таблицах представлены в виде средне-
го арифметического и стандартного отклонения 
(M ± SD).

Результаты и их обсуждение
Для оценки уровня ΔΨm бычьих сперматозои-

дов мы использовали окрашивание митохондрий 
in vivo с помощью флуоресцентного красителя 
MitoTracker™ Green FM (далее – MitoTracker), 
дающего зелёный свет в зависимости от уров-
ня ΔΨm. Сперматозоиды быка продемонстри-
ровали разнообразие сигнала MitoTracker и от-
носительно низкий уровень специфичного для 
MitoTracker сигнала (около 5% сперматозоидов, 
рис. 1, а). Мы обнаружили два основных паттер-
на сигнала в пучках и головках сперматозоидов. 

Первый тип (рис. 1, б) характеризовался рав-
ной окраской пучка и головы с повышенной 
интенсивностью в области шейки. 

Второй тип (рис. 1, в) демонстрировал интен-
сивный сигнал в области шеи и в шейно-прок-
симальной половине головы, тогда как пучок не 
был четко окрашен. Оба типа сигнала считались 
положительными на MitoTracker.

Инкубация сперматозоидов с серийными раз-
ведениями дельтаметрина и Т-2-токсина значи-
тельно снижала процент клеток, проявляющих 
сигнал MitoTracker (рис. 2). Однако существен-
ная разница в концентрациях токсина, влияю-
щего на ΔΨm, показала, Т-2-токсин в 1000 раз 
более мощный ингибитор ΔΨm, чем дельтаме-
рин. В самой высокой концентрации (10 мкМ) 
дельтаметрин значительно снижал (1,3 ± 1,1% 
против отрицательного контроля 5,2 ± 0,3%,  
p < 0,05) количество MitoTracker-позитивных 
клеток, тогда как для T-2-токсина аналогичная 
степень ингибирования (1,27 ± 1,1% против от-
рицательного контроля 5,0 ± 0,8%, р < 0,05) была 
получена при концентрации 10 нМ.

Характер ингибирования подвижности сперма-
тозоидов был сходен с ингибированием ΔΨm  
(рис. 3). Т-2-токсин практически полностью пре-
кращал движения сперматозоидов при концен-
трации 1 нМ. Кроме того, статистический анализ 
этих наборов данных выявил их нормальное рас-
пределение и сильную корреляцию между ними 
как для дельтаметрина, так и для T-2-токсина  
(R = 0,93 и R = 0,87 соответственно, p < 0,05).

Т-2-токсин может влиять на несколько аспек-
тов мужской репродуктивной системы, предпо-
лагая нарушения в механизме, общем для разных 
типов клеток. В этом исследовании мы сосредо-
точили наши усилия на влиянии Т-2-токсина на 
функцию митохондрий, используя сперматозои-
ды в качестве модельного объекта.

Несмотря на их высокую подвижность (≥ 70%),  
даже в отсутствие токсинов только около 5% спер- 
матозоидов демонстрировали специфичный для 
MitoTracker сигнал, отражающий значительный 
ΔΨm. Небольшое количество сперматозоидов, 
которые демонстрировали сигнал MitoTracker, 
может быть связано с активным использовани-
ем гликолиза, обеспечивающим энергию для по-
движности сперматозоидов, или с низким ΔΨm, 
который все еще может обеспечивать энергию 
для подвижности сперматозоидов [22, 23]. Обна-
руженное различие в распределении красителя в 
структуре сперматозоидов, по-видимому, связа-
но с разными стадиями созревания сперматозои-
дов в эякуляте [4, 21]. Все эти факты свидетель-
ствуют о том, что, помимо морфологического 
разнообразия, сперматозоиды быка, как и чело-
века, отличаются энергетическими свойствами, 
опосредованными митохондриями [21, 24, 25].
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Рис. 1. Конфокальная микроскопия сперматозоида, окрашенного красителем MitoTracker™ Green FM:  
а – общий уровень красителя MitoTracker-положительных сперматозоидов крупного рогатого скота;  

б, в – два разных типа MitoTracker-положительных сперматозоидов крупного рогатого скота. 
Слева направо: поле красителя MitoTracker™ Green FM, оптическое поле, наложение красителя на оптическое поле.

Fig. 1. Confocal microscopy of a spermatozoa stained with MitoTracker™ Green FM: From left to right:  
а – Total level of MitoTracker-positive bovine spermatozoa;  

б, в – two different types of MitoTracker-positive bovine spermatozoa.
MitoTracker Green dye field, optical field, dye overlay on the optical field.
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Дельтаметрин-опосредованное ингибирова-
ние сигнала и подвижности MitoTracker кор-
релировало друг с другом, подтверждая функ-
циональную взаимосвязь между этими пара-
метрами [21]. Митохондриальная функция иг-
рает важную роль во многих аспектах мужской 
репродуктивной системы от стероидогенеза и 
сперматогенеза до подвижности сперматозои-
дов [26–30]. 

Заключение
С помощью дельтаметрина и Т-2-токси-

на в данном исследовании было показано, что 
сперматозоиды быков и их митохондриальный 
потенциал могут быть использованы в качестве 
экспресс-теста на митохондриальную токсич-
ность.

Выводы
1. Т-2-токсин и дельтаметрин значительно 

снижают подвижность сперматозоидов и мито-
хондриальный мембранный потенциал.

2. Т-2-токсин в 1000 раз более мощный  
ингибитор митохондриального мембранного 
потенциала, в сравнении с дельтаметрином.

3. Использование сперматозоидов быка 
может быть относительно дешёвым и быстрым  
методом оценки митохондриальной токсичности.

Благодарность. Авторы выражают благодар-
ность ФГБУН «Федеральный исследователь-
ский центр "Казанский научный центр Россий-
ской академии наук"» и лично Д.В. Самигуллину  
за предоставление необходимых средств для 
конфокальной микроскопии для проведения 
этого исследования.

Рис. 2. Влияние серийных разведений дельтаметрина 
(DTM) и T-2-токсина на специфический сигнал MitoTracker.

* – область со статистической значимостью результатов (p < 0,05).

Fig. 2. Effect of serial dilutions of deltametrin (DTM, nM)  
(solid line) and T-2 toxin (dashed line) on the MitoTracker 

specific signal (mkm).
* – area with statistical significance of the results, p<0.05.
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Рис. 3. Влияние серийных разведений дельтаметрина  
и T-2-токсина на подвижность бычьих сперматозоидов.

* – область со статистической значимостью результатов (p < 0,05).

Fig. 3. Effect of serial dilutions of deltametrin (DTM, nM) 
(solid line) and T-2 toxin (mkm) (dashed line) on bovine 

spermatozoa motility.
* – area with statistical significance of the results, p<0.05.
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