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Для интенсификации внедрения инновацион�
ных репродуктивных биотехнологий в животно�
водство необходимо совершенствование базовых
методов воспроизводства, в т.ч. искусственного
осеменения. Эффективность технологии замора�
живания мужских гамет определяется также каче�
ством криопротекторов и сред для заморажива�
ния. Одним из подходов к оптимизации техноло�
гии замораживания сперматозоидов является
оптимизация криосред путем введения в них на�
нокомпозитов, к числу которых относится высо�
кодисперсный кремнезем. Высокодисперсный
кремнезем является биологически активным ве�
ществом, применение которого способствует по�
вышению жизнеспособности клеток. Предвари�
тельная обработка перед замораживанием сперма�
тозоидов быков высокодисперсным кремнеземом
приводила после размораживания клеток к повы�
шению подвижности спермы, увеличению пока�
зателей выживаемости клеток и стабилизации их

мембран (Чуйко, 2003). Механизм действия вы�
сокодисперсного кремнезема на повышение жиз�
неспособности замороженных сперматозоидов
неизвестен.

Эякулированные сперматозоиды не способны
к оплодотворению. Для приобретения компе�
тентности мужских гамет к оплодотворению,
сперматозоиды должны завершить процесс “со�
зревания” (капацитации) в женских половых пу�
тях. Только капацитированные сперматозоиды
способны к успешному оплодотворению яйце�
клетки (Chang, 1951). Происходящие при этом
морфологические и биохимические изменения
позволяют сперматозоиду связываться с яйце�
клеткой и опосредуют акросомный экзоцитоз
(Yanagimachi, 1994). Хотя молекулярные механиз�
мы капацитации выяснены не полностью, много�
численные исследования показали наличие
структурных и биохимических преобразований в
сперматозоидах, таких как: изменения в составе и
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текучести мембраны (Lin, Kan, 1996), увеличение
концентрации цитоплазматического кальция
(Visconti et al., 1995), рост цитоплазматического
рН (Vredenburgh�Wilberg, Parrish. 1995), активация
ионных каналов (Visconti et al., 2011) и образование
активных форм кислорода (Leclerc et al., 1997). 

Цель настоящего исследования – с использова�
нием хлортетрациклинового теста и ингибиторного
анализа идентифицировать пути транзита кальция
между внутриклеточными депо и охарактеризовать
коммуникационные взаимодействия структурных
элементов цитоскелета при воздействии высоко�
дисперсного кремнезема в процессе постэякуля�
ционного созревания (капацитация и акросомная
реакция) сперматозоидов. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Фирма�производитель всех использованных
реагентов – Sigma. В работе была использована
свежая сперма, полученная в день эксперимента
от быков айрширской и голштинской пород. В
каждом опыте использовался эякулят от трех раз�
ных быков. Все манипуляции проводились с ис�
пользованием термостолика во избежание холодо�
вого шока сперматозоидов. Клетки отмывали от
семенной плазмы двукратным центрифугирова�
нием при 300 х g в течение 10 мин в среде Sp�TALP,
состоящей из: 100 мМ NaCl, 3.1 мМ KCl, 25 мМ
NaHCO3, 0.3 мМ NaH2PO4, 21.6 мМ Lactate
(sodium salt), 0.5 мМ CaCl2, 0.4 мМ MgCl2, 10 мМ
HEPES, 1 мМ пирувата и 0.1% поливинилалкого�
ля (молекулярной массой 30000–70000 Да), pH
которой составлял 7.4. Для капацитации в среду
Sp�TALP вместо поливинилалкоголя добавляли

бычий сывороточный альбумин в концентрации
6 мг/мл. Капацитацию клеток проводили в тече�
ние 4 часов при 38.5°C, 95% влажности и 5% СО2.
Для активации акросомного экзоцитоза исполь�
зовали лизофосфатидилхолин в концентрации
100 мкМ, который добавляли к предварительно
капацитированным клеткам спермы. Продолжи�
тельность акросомного экзоцитоза в присутствии
лизофосфатидилхолина составляла 30 мин при
38.5°C, 95% влажности и 5% CO2. Затем после
прохождения капацитации или акросомного эк�
зоцитоза из каждого экспериментального образ�
ца брали по 20 мкл и смешивали клеточную сус�
пензию с 20 мкл свежеприготовленного 750 мкМ
раствора хлортетрациклина. Для окраски клеток
раствор хлортетрациклина готовили на основе
среды, содержащей 130 мМ NaCl, 5 мМ L�цисте�
ина, 20 мМ Трис (рН 7.8). Клетки с хлортетрацик�
лином инкубировали в течение 10 мин при
38.5°C, после чего в эту смесь для фиксации до�
бавляли 10 мкл 25% глутаральдегида в 1мМ Трисе
(рН 7.8) до конечной концентрации глутаральде�
гида 0.1%. Данная концентрация фиксатора поз�
воляет флуоресценции оставаться стабильной в
течение 2 часов и не оказывает губительного вли�
яния на клетки (Ward, Storey, 1984). Фиксирован�
ные клетки в количестве 15 мкл смешивали с
15 мкл 0.22 М 1,4�диазобициклооктана, раство�
ренного в смеси глицерол/среда Дюльбекко (9 : 1,
v/v). После этого при комнатной температуре
10 мкл суспензии сперматозоидов размещали на
предметном стекле (делали по 2 капли каждого
образца), накрывали покровным стеклом, за�
крепляя его с помощью бесцветного лака для ног�
тей. Препараты наблюдали под микроскопом
Zeiss AXIO с фазовым контрастом и эпифлуорес�
центной оптикой (возбуждение при 400–440 нм и
излучение при 470 нм). В каждой группе клетки
(200 клеток в эксперименте) были оценены и
классифицированы по принадлежности к одному
из типов окрашивания: с яркой флуоресценцией
по всей головке спермы (некапацитированные,
акросома�интактные клетки); свободная от флуо�
ресценции полоса в постакросомальном районе
(капацитированные, акросома�интактные клет�
ки); слабая или отсутствующая флуоресценция
всей головки сперматозоида, за исключением
тонкой, яркой полосы в экваториальном сегмен�
те (капацитированные, акросома�реактивные
клетки). Достоверность различия сравниваемых
средних значений для 4–5 независимых экспери�
ментов оценивали с помощью t�критерия Стью�
дента. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

На рис. 1 представлены данные эксперимен�
тов, в которых отражено влияние различных кон�
центраций высокодисперсного кремнезема на
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Рис. 1. Влияние различных концентраций высоко�
дисперсного кремнезема (ВДК) на капацитацию
сперматозоидов быков. По горизонтали – 1 – кон�
троль на 0 часов; 2 – контроль через 4 часа инкуба�
ции; 3 – действие ВДК в концентрации 0.01%; 4 –
действие ВДК в концентрации 0.001%; 5 – действие
ВДК в концентрации 0.0001%. По вертикали – про�
центное содержание капацитированных клеток. Раз�
личия достоверны при: P < 0.05 (2 и 4). 
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капацитацию сперматозоидов быков. Обнаруже�
но, что при использовании различных концен�
траций высокодисперсного кремнезема (от 0.01
до 0.0001%) стимулирование капацитации муж�
ских гамет происходило только при воздействии
данного соединения в концентрации 0.001% и от�
сутствовало при действии других концентраций.
Исходя из полученных данных, в последующих
экспериментах для изучения капацитации ис�
пользовали высокодисперсный кремнезем в кон�
центрации 0.001%. 

На рис. 2 представлены данные о влиянии раз�
личных концентраций высокодисперсного крем�
незема (0.01, 0.001 и 0.0001%) на прохождение ак�
росомного экзоцитоза в сперматозоидах быков.
Воздействие всех изученных концентраций высо�
кодисперсного кремнезема не оказывало влияние
на акросомный экзоцитоз в сперматозоидах быков. 

В следующей серии экспериментов, данные
которых отражены на рис. 3, оценено участие в
стимулированной высокодисперсным кремнезе�
мом капацитации сперматозоидов быков микро�
трубочек, микрофиламентов, протеинкиназ А и
С, для чего в работе использовались соответству�
ющие ингибиторы. Обнаружено, что в контроль�
ных (необработанных высокодисперсным крем�
неземом) сперматозоидах воздействие ингибито�
ра полимеризации микротрубочек нокодазола в
концентрации 10 мкМ, ингибитора полимериза�
ции микрофиламентов цитохалазина Д в концен�
трации 10 мкМ, а также ингибиторов протеинки�
наз А и С – Н�89 и Ro 31�8220, в концентрации 10
и 5 мкМ, соответственно, не влияло на процент�
ное содержание капацитированных клеток. В то
же время на стимулированную высокодисперс�
ным кремнеземом капацитацию сперматозоидов
добавление цитохалазина Д и Н�89 производило
ингибирующий эффект, в отличие от нейтрально�
го действия нокодазола и Ro 31�8220. 

Для введения в сперматозоиды быков гуанозин�
трифосфата и гуанозиндифосфата использовали
хлортетрациклин, который способствует проник�
новению этих соединений в клетки (Денисенко,
Кузьмина, 2005). Обработка клеток хлортетрацик�
лином в концентрации 20 мкМ в течение 30 мин
обеспечивала возможность для входа гуанозинтри�
фосфата и гуанозиндифосфата в сперматозоиды.
На рис. 4 показаны данные влияния пролактина и
гуанозинтрифосфата на капацитацию спермато�
зоидов быков. Добавленные отдельно пролактин
в концентрации 10 нг/мл или гуанозинтрифосфат
в концентрации 10 мкМ не стимулировали увели�
чение количества капацитированных клеток.
Также не изменялась концентрация капацитиро�
ванных клеток при совместном действии пролак�
тина и гуанозинтрифосфата в отсутствие и в при�
сутствии ингибиторов нокодазола и Ro 31�8220. 

Характер влияния теофиллина и гуанозинди�
фосфата на капацитацию сперматозоидов быков

представлен на рис. 5. В экспериментах теофил�
лин и гуанозиндифосфат использовали в концен�
трациях 100 мкМ. При совместном действии тео�
филлина и гуанозиндифосфата было выявлено
значительное увеличение количества капацити�
рованных клеток; действие отдельно теофиллина
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Рис. 2. Влияние различных концентраций высоко�
дисперсного кремнезема (ВДК) на акросомный экзо�
цитоз в сперматозоидах быков. По горизонтали – 1 –
контроль на 0 часов; 2 – контроль через 4 часа инку�
бации; 3 – действие ВДК в концентрации 0.01%; 4 –
действие ВДК в концентрации 0.001%; 5 – действие
ВДК в концентрации 0.0001%. По вертикали – про�
центное содержание сперматозоидов с акросомным
экзоцитозом. 
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Рис. 3. Влияние ингибиторов полимеризации микро�
филаментов и микротрубочек, протеинкиназы А и С
на стимулированную высокодисперсным кремнезе�
мом (ВДК) капацитацию в сперматозоидах быков. По
горизонтали – 1 – контроль на 0 часов (К1); 2 – кон�
троль через 4 часа инкубации (К2); 3 – К2 совместно
с ингибитором полимеризации микрофиламентов
цитохалазином Д в концентрации 10 мкМ; 4 – К2
совместно с ингибитором полимеризации микротру�
бочек нокодазолом в концентрации 10 мкМ; 5 – К2
совместно с ингибитором протеинкиназы А Н�89 в
концентрации 10 мкМ; 6 – К2 совместно с ингибитором
протеинкиназы С Ro 31�8220 в концентрации 5 мкМ;
7 – действие ВДК в концентрации 0.001%; 8 – сов�
местное действие ВДК и цитохалазина Д; 9 – сов�
местное действие ВДК и нокодазола; 10 – совместное
действие ВДК и Н�89; 11 � совместное действие ВДК
и Ro 31�8220. По вертикали – процентное содержа�
ние капацитированных клеток. Различия достоверны
при: P < 0.05 (7 и 8), P < 0.001 (7 и 10). 
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или гуанозиндифосфата не стимулировало рост
количества капацитированных клеток в сравне�
нии с контролем. Для проверки участия в стиму�
лированном совместным действием теофиллина
и гуанозиндифосфата процессе капацитации
сперматозоидов быков микрофиламентов и про�
теинкиназы А использовали ингибиторы цитоха�
лазин Д и Н�89. Результаты исследований показа�
ли, что в присутствии этих ингибиторов стимули�
рованное совместным действием теофиллина и
гуанозиндифосфата увеличение количества капа�
цитированных сперматозоидов отсутствовало.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Согласно гипотезе Mullaney et al., гуанозин�
трифосфат опосредует процесс образования свя�
зи между двумя типами внутриклеточных депо –
рианодин� и инозитолтрифосфат�чувствитель�
ными и обеспечивает переход Са2+ из рианодин� в
инозитолтрифосфат�чувствительные внутрикле�
точные депо. При совместном действии гуаноз�
интрифосфата и инозитолтрифосфата в клетках
отмечается дополнительное освобождение Са2+

из внутриклеточных депо, что свидетельствует о
перемещении Са2+ между различными внутри�
клеточными депо (Mullaney et al., 1987; Ghosh
et al., 1989). 

Рецепторы к гуанозинтрифосфату и гуанозин�
дифосфату на поверхности клеток отсутствуют, в
связи c чем они самостоятельно в клетки не про�
никают. Обычно в случаях, когда необходимо
обеспечить доступ в клетки соединений, самосто�
ятельно в них не проникающих, проводят проце�

дуру пермеабилизации, то есть с помощью детер�
гентов делают поры на поверхности клеток, через
которые внутрь клеток эти соединения (напри�
мер, гуаниновые нуклеотиды) проникают (Wolf
et al., 1987). Однако эта процедура оказывает не�
благоприятное воздействие на клетки. Для обес�
печения входа гуанозинтрифосфата и гуанозин�
дифосфата в сперматозоиды в наших экспери�
ментах использовался другой подход. Ранее нами
было показано, что антибиотик хлортетрацик�
лин, который также является флуоресцентным
зондом для измерения кальция во внутриклеточных
депо, способен образовывать поры на поверхности
клеток, через которые в них проникают гуанозин�
трифосфат и гуанозиндифосфат (Денисенко, Кузь�
мина, 2005). Использование хлортетрациклина не
оказывало влияние на жизнеспособность клеток,
так как обработанные им ооциты созревали до ста�
дии метафазы II (Кузьмина, Малышев, 1991). По�
этому для обеспечения входа гуанозинтрифосфа�
та и гуанозиндифосфата в сперматозоиды ис�
пользовали хлортетрациклин. 

Прохождение процессов капацитации зависит
от присутствия внеклеточного кальция и связано
с увеличением внутриклеточной концентрации
кальция (Handrow et al., 1989). Изменения в плаз�
матических мембранах сперматозоидов, таких
как потеря холестерола, стимулируют передачу
сигнала, вызывающую капацитацию (Visconti
et al., 1999). Эти мембранные изменения, как пред�
полагают, необходимы для увеличения проницае�

мости для таких ионов, как Са2+ и  которые
входят в цитоплазму и активируют аденилатцикла�
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Рис. 4. Влияние теофиллина и ГДФ на капацитацию
сперматозоидов быков. По горизонтали: 1 – контроль�
ные клетки на 0 часов; 2 – контрольные клетки через
4 часа инкубации; 3 – активация теофиллином в кон�
центрации 100 мкМ; 4 – действие 100 мкМ ГДФ; 5 –
совместное действие теофиллина и ГДФ; 6 – обработка
цитохалазином Д в концентрации 10 мкМ и последую�
щее совместное действие теофиллина и ГДФ; 7 – обра�
ботка Н�89 в концентрации 10 мкМ и последующее сов�
местное действие теофиллина и ГДФ. По оси ординат –
процент капацитированных клеток. Различия досто�
верны при: P < 0.05 (5 и 6; 5 и 7), P < 0.01 (3 и 5; 4 и 5).
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Рис. 5. Влияние пролактина и ГТФ на капацитацию
сперматозоидов быков. По горизонтали: 1 – кон�
трольные клетки на 0 часов; 2 – контрольные клетки
через 4 часа инкубации; 3 – активация пролактином в
концентрации 10 нг/мл; 4 – действие 10 мкМ ГТФ;
5 – совместное действие пролактина и ГТФ; 6 – обра�
ботка нокодазолом в концентрации 10 мкМ и после�
дующее совместное действие пролактина и ГТФ; 7 –
обработка Ro 31�8220 в концентрации 5 мкМ и после�
дующее совместное действие пролактина и ГТФ. По
оси ординат – процент капацитированных клеток. 
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зу для образования цАМФ (Litvin et al., 2003). В
экспериментах на сперматозоидах быков для сти�
муляции капацитации нами использовалась ин�

кубация клеток с Са2+,  и бычьим сыворо�
точным альбумином. 

В сперматозоидах быков пролактин и гуаноз�
интрифосфат вызывают освобождение Са2+ из
различных внутриклеточных депо: пролактин
стимулирует освобождение Са2+ из инозитолтри�
фосфат�чувствительных внутриклеточных депо, а
гуанозинтрифосфат – из инозитолтрифосфат�не�
чувствительных. Также при совместном действии
пролактина и гуанозинтрифосфата в сперматозо�
идах быков отмечается дополнительное освобож�
дение Са2+ из внутриклеточных депо (Бойцева
и др., 2014). Инкубация сперматозоидов в тече�
ние 4 часов в присутствии пролактина или гуа�
нозинтрифосфата, а также при их совместном
действии, не оказывала влияния на количество
капацитированных клеток. Следовательно,
стимулированное при совместном действии
пролактина и гуанозинтрифосфата перемещение
Са2+ из инозитолтрифосфат�нечувствительных в
инозитолтрифосфат�чувствительные внутрикле�
точные депо не вызывает активацию процессов
капацитации. В то же время при совместном дей�
ствии теофиллина и гуанозиндифосфата в спер�
матозоидах быков через 4 часа инкубации отмеча�
ли увеличение количества капацитированных
клеток. Ранее при проведении экспериментов на
ооцитах свиньи мы предположили, что совмест�
ное действие теофиллина и гуанозиндифосфата
стимулирует перемещение Са2+ между различны�
ми внутриклеточными депо в направление из
инозитолтрифосфат�чувствительных в инозитол�
трифосфат�нечувствительные внутриклеточные
депо (Денисенко, Кузьмина, 2004).

По аналогии заключаем, что активация про�
цессов капацитации в сперматозоидах быков свя�
зана с переходом Са2+ между различными внутри�
клеточными депо в направлении из инозитолтри�
фосфат�чувствительных в инозитолтрифосфат�
нечувствительные депо. 

Модификация внутриклеточных депо с помо�
щью гуанозинтрифосфата детерминируется эле�
ментами цитоскелета (Hajnoczky et al., 1994). Гуа�
нозиндифосфат необходим для полимеризации
тубулина (Timasheff, Grisham, 1980), он контроли�
рует организацию цитоскелета через Rho семей�
ство малых G�белков (Chardin et al., 1989; Paterson
et al., 1990). Факт, что каждый из этих компонен�
тов модулируется гормоном или ростовыми фак�
торами (Downey et al., 1991; Ridley, Hall, 1992),
предполагает, что коммуникация между внутри�
клеточными депо необходима для внутриклеточ�
ной регуляции.

Как и микротрубочки, микрофиламенты
участвуют в образовании связи между различны�

HCO3
−

ми внутриклеточными структурами. К одной из
внутриклеточных структур относится эндоплаз�
матический ретикулум, который является в клет�
ке основным внутриклеточным депо кальция и
образуется в процессе слияния мембран везикул.
В регуляцию этого процесса вовлекаются различ�
ные цитозольные факторы (Berridge, 2002). Ци�
тоскелет играет значительную роль в регуляции
входа внеклеточного кальция, вызванного опу�
стошением внутриклеточных депо, путем изме�
нения взаимодействия между их главными моле�
кулярными компонентами. Использование ин�
гибитора полимеризации микрофиламентов
цитохалазина Д снижало взаимодействие между
эндоплазматическим ретикулумом и Са2+�про�
ницаемыми каналами в плазматической мем�
бране (Galán et al., 2011). В сперматозоидах актин,
составная часть микрофиламентов, содержится в
акросомном пространстве, экваториальном и по�
стакросомальном районе, а также в хвосте (Howes
et al., 2001). Процессы полимеризации и деполи�
меризации актина могут оказывать влияние на
функции спермы. Было показано, что ингибиро�
вание полимеризации актина при действии инги�
битора цитохалазина Д снижает способность к
оплодотворению спермы кабанов (Castellani�
Ceresa et al., 1993). На сперматозоидах быков по�
лучены данные, что полимеризация микрофила�
ментов происходит во время прохождения про�
цессов капацитации (Brener et al., 2003). В наших
исследованиях на сперматозоидах быков также
было показано, что элементы цитоскелета участ�
вуют в регуляции функций этих клеток. В присут�
ствии ингибитора полимеризации микрофиламен�
тов цитохалазина Д отмечали снижение количества
капацитированных сперматозоидов, стимулиро�
ванных совместным действием теофиллина и гуа�
нозиндифосфата.

Кроме элементов цитоскелета, в регуляции
кальция во внутриклеточных депо также участву�
ют и протеинкиназы. Показано, что активатор
протеинкиназы А цАМФ способен контролиро�
вать содержание Са2+ во внутриклеточных депо
путем модуляции Са2+�каналов на поверхности
клетки (Lefkimmiatis et al., 2009). На сперматозои�
дах быков добавление дбцАМФ стимулирует по�
лимеризацию актина, тогда как добавление инги�
битора Н�89 ингибирует полимеризацию актина,
что приводит к блокированию прохождения про�
цессов капацитации (Galantino�Homer et al., 1997).
Активация протеинкиназы С оказывает ингибиру�
ющее влияние на стимулированное инозитолтри�
фосфатом освобождение Са2+ из внутриклеточ�
ных депо (Sipma et al., 1996). На сперматозоидах
быков было продемонстрировано, что стимули�
рованное совместным действием теофиллина и
гуанозиндифосфата увеличение количества капа�
цитированных клеток снижалось в присутствии
ингибитора протеинкиназы А.

4*
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Таким образом, стимулированное совместным
действием теофиллина и гуанозиндифосфата уве�
личение капацитированных клеток, вероятно,
связано с переходом кальция между различными
внутриклеточными депо в направлении из инози�
толтрифосфат�чувствительных в инозитолтри�
фосфат�нечувствительные внутриклеточные де�
по, в организации и регуляции которого участву�
ют микрофиламенты и протеинкиназа А. 

Добавление высокодисперсного кремнезема в
стандартную среду для замораживания стимули�
рует жизнеспособность эякулированных сперма�
тозоидов быков (Чуйко, 2003). Использование
высокодисперсного кремнезема в концентрации
0.01% перед криоконсервацией спермы быков
приводило к повышению подвижности и выжи�
ваемости сперматозоидов. Повышение жизне�
способности сперматозоидов, вероятно, проис�
ходило за счет сохранности большего количества
ферментов, принимающих участие в процессе ис�
кусственного оплодотворения животных. 

В наших экспериментах инкубация спермато�
зоидов быков с высокодисперсным кремнеземом
приводила к увеличению количества капацити�
рованных клеток и не оказывала влияние на ко�
личество клеток с акросомной реакцией. Как и в
случае совместного использования теофиллина и
гуанозиндифосфата, в стимулированном высоко�
дисперсным кремнеземом увеличении количе�
ства капацитированных клеток участвовали мик�
рофиламенты и протеинкиназа А. Так как харак�
тер действия высокодисперсного кремнезема на
сперматозоиды быков аналогичен совместному
действию теофиллина и гуанозиндифосфата – в
обоих случаях при использовании вышеуказан�
ных соединений возрастает количество капаци�
тированных клеток, то можно предположить, что
при использовании высокодисперсного кремне�
зема перемещение Са2+ между различными внут�
риклеточными депо также происходит в направ�
лении из инозитолтрифосфат�чувствительных в
инозитолтрифосфат�нечувствительные внутри�
клеточные депо. 

Принимая во внимание все вышеизложенные
факты, предлагаем следующую гипотезу. Повы�
шение криорезистентности сперматозоидов бы�
ков при воздействии высокодисперсного кремне�
зема, по�видимому, детерминируется переходом
Са2+ между внутриклеточными депо в направле�
нии из инозитолтрифосфат�чувствительных в
инозитолтрифосфат�нечувствительные внутри�
клеточные депо кальция. 
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Postejaculation maturation of spermatozoa (capacitation and acrosomal exocytosis) in bovine sperm was as�
sessed using the method of staining with chlortetracycline and inhibitor analysis to identify the transition ways
of calcium of intracellular depots under the influence of highly dispersed silica. It was shown that highly dis�
persed silica in a concentration of 0.001% stimulates capacitation but has no impact on the acrosome exocy�
tosis in bovine sperm. Activated by highly dispersed silica, capacitation was inhibited in the presence of cytocha�
lasin D and H�89 inhibitors, whereas nocodazole and Ro 31�8220 had no influence on this process. The joint ac�
tion of theophylline and guanosine diphosphate stimulates an increase in the amount of capacitated sperm cells,
similarly to highly dispersed silica; inhibitors cytochalasin D and H�89 restrict the capacitation of sperm activated
by these compounds. At the same time, the joint effect of prolactin and guanosine triphosphate had no effect on
the capacitation of spermatozoa; addition of nocodazole and Ro 31�8220 inhibitors did not alter the effect of pro�
lactin and guanosine triphosphate on the capacitation of sperm. A hypothesis was put forward, according to which
increase in the cryoresistance of spermatozoa of bulls under the influence of highly dispersed silica is, apparently,
determined by the transition of Ca2+ between the intracellular stores in the direction from inositol triphosphate�
sensitive to inositol triphosphate�insensitive intracellular stores of calcium. The obtained data allow us to expand
the notion of the biochemical mechanisms of capacitation in the spermatozoa of bulls.

Keywords: capacitation, acrosomal exocytosis, bovine sperm, highly dispersed silica
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