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Реферат. Целью работы было получение информации о микробных сообществах спермы быков, ис-
пользуемой для искусственного осеменения. Исследования 10 образцов криоконсервированной спермы 
быков, полученной в отечественном племенном хозяйстве, и 24 импортированных спермодоз проводили 
с использованием технологии секвенирования нового поколения на платформе Illumina Miseq.  Для био-
информатического анализа использовали пакет программ QIIME2.  Полученные данные полногеномно-
го секвенирования показали невысокий уровень биоразнообразия исследованных образцов. Определены 
значения индексов разнообразия для двух групп образцов: спермы отечественных и иностранных бы-
ков. Значение индекса Шеннона составило 1,40±0,12 и 1,30±0,08 для каждой группы образцов соот-
ветственно. Расчет t-критерия Стьюдента показал отсутствие статистически значимых разли-
чий параметров α-биоразнообразия между этими группами. В образцах выявлено до 19 известных 
типов бактерий, из них только Proteobacteria, Firmicutes, Fusobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria 
и Tenericutes присутствовали с частотой выше 5 %. В образцах спермы российских быков преобла-
дали типы Fusobacteria и Firmicutes. В сперме иностранных быков преобладающим типом являлись 
Proteobacteria. Из детектированных в сперме 18 классов бактерий генетический материал 11 классов 
обнаружен хотя бы в одном из образцов с частотой, превышающей 5 %. В образцах российских бы-
ков выявлено до 13, а иностранных – до 15 родов бактерий с содержанием генетического материала 
выше 1 %. Преобладающим родом для образцов спермы отечественных быков был Fusobacterium, для 
иностранных – неидентифицированный род порядка Clostridiales. Отмечено присутствие в образцах 
представителей родов Campylobacter и Pseudomonas. Обсуждается возможная связь наличия опреде-
ленных таксонов бактерий с морфофункциональными показателями качества спермы быков. 
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Abstract. The study aimed to obtain information about the microbial communities in bull sperm, which 
is used for artificial insemination. The research included ten samples of cryopreserved bull sperm obtained 
from domestic breeding farms and 24 imported sperm samples. Next-generation sequencing technology on the 
Illumina Miseq platform was used for the analysis. Bioinformatics analysis was performed using the QIIME2 
software package. The obtained whole-genome sequencing data showed a low level of biodiversity in the 
analysed samples. Diversity index values were determined for two groups of samples: sperm from domestic 
and foreign bulls. The Shannon index values were 1.40±0.12 and 1.30±0.08 for each group, respectively. 
Student's t-test calculations indicated no statistically significant differences in the α-biodiversity parameters 
between these groups. Up to 19 known bacterial types were detected in the samples, with only Proteobacteria, 
Firmicutes, Fusobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, and Tenericutes present at frequencies exceeding 
5%. Fusobacteria and Firmicutes dominated Russian bull sperm samples, while the predominant type in 
foreign bull sperm was Proteobacteria. Of the 18 detected bacterial classes, genetic material from 11 classes 
was found in at least one of the samples at a frequency exceeding 5%. Russian bull samples contained up to 
13 genera of bacteria with genetic material above 1%, while foreign bull samples contained up to 15 genera. 
The predominant genus for domestic bull sperm samples was Fusobacterium, while for alien bull sperm, it was 
an unidentified genus of the Clostridiales order. The presence of representatives from the Campylobacter and 
Pseudomonas genera was also noted in the samples. Possible associations between the presence of specific 
bacterial taxa and morphofunctional indicators of bull sperm quality are discussed.

По мере накопления информации о микробиоме различных систем крупного рогатого ско-
та растет понимание того, какое влияние оказывают нормальные микробные сообщества на 
здоровье животных и как изменения микробиома воздействуют на такие качества, как про-
дуктивность, фертильность и устойчивость к инфекциям. В последнее десятилетие идет на-
копление информации о метагеноме рубца крупного рогатого скота, изучается микробный со-
став молока здоровых и маститных коров [1–3]. При изучении микробиома репродуктивных 
органов коров была выявлена корреляция между составом микробиома и нарушениями ре-
продуктивного здоровья [4–7]. Микробному сообществу, населяющему органы репродукции и 
сперму быков, уделялось значительно меньше внимания, первые публикации стали появляться 
лишь в последние 2 – 3 года. Отдельные исследования показали, что бактерии в сперме могут 
негативно влиять на сперматозоиды, вызывая снижение их подвижности, а также увеличение 
частоты агрегации [8, 9]. Недавние исследования показали, что присутствие бактерий в сперме 
встречается относительно часто, в том числе у быков с нормальными параметрами спермы, 
и следует предположить, что сперма имеет свою собственную специфическую микрофлору. 
Одной из причин нарушения подвижности сперматозоидов могут быть изменения в соста-
ве микробного сообщества, а специфическая бактериальная флора является необходимой для 
нормального функционирования сперматозоидов [10, 11].

Появление новых технологий секвенирования ДНК позволяет выявлять в образце наличие 
генетического материала как культивируемых, так и некультивируемых видов бактерий, оце-
нивать представленность таксонов различного ранга, т.е. проводить метагеномные исследова-
ния. Метагеномом называют совокупность геномов и генов микроорганизмов в исследуемом 
образце, чаще всего имея в виду совокупность бактерий [5, 12]. Сбор информации о мета-
геноме спермы позволит прояснить сложную систему взаимосвязей между представителями 
микробного сообщества и сперматозоидами и понять влияние микроорганизмов разных групп 
на морфофункциональные качества сперматозоидов. Идентификация бактерий также может 
привести к изменениям использования антибиотиков в средах для разбавления спермы [13]. 

Целью настоящей работы было получение информации о составе микробных сообществ 
образцов криоконсервированной спермы быков, используемой для искусственного осеменения.
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Для исследований были отобраны 34 образца криоконсервированной спермопродукции: 
10 образцов спермы быков из отечественного племенного хозяйства, расфасованных в об-
лицованные гранулы, и 24 спермодозы разных быков из иностранных племцентров. ДНК из 
образцов выделяли с помощью набора QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN), концентрацию вы-
деленной ДНК измеряли на флуориметре Quantus (Promega) с использованием набора реаген-
тов QuantiFluor®ONE dsDNA System (Promega). Библиотеку для метагеномных исследований 
готовили с использованием набора реактивов Nextera XT по инструкции производителя № 
15044223 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation. Парно-концевое секвенирование 
2•300 п.н. проводили на платформе Illumina Miseq с использованием набора реагентов MiSeq 
600v3 Reagent Kit в соответствии с инструкцией Illumina Experiment Manager. User Guide 
(#15031335v05). Для биоинформатического анализа при метагеномных исследованиях исполь-
зовали встроенное программное обеспечение Illumina Metagenomics 16S rRNA, версия 2.6.2.3, 
а также пакет программ QIIME2. Выравнивание полученных фрагментов ДНК выполнялось с 
помощью программы VSEARCH c использованием следующих параметров: идентичность 97 
%, покрытие 95 %. При оценке результатов метагеномных исследований рассчитывали индек-
сы Шеннона и Симпсона, характеризующие α-биоразнообразие. Расчет проводили c использо-
ванием интернет-ресурса [14]. 

Полученные данные полногеномного секвенирования показали невысокую бактериальную 
обсемененность образцов по сравнению с традиционно анализируемыми образцами животно-
го происхождения, такими как, например, кишечник или образцы фекалий. Среднее значение 
индекса видового разнообразия Шеннона образцов спермы быков из отечественного племен-
ного центра составило 1,40±0,12, а образцов спермы иностранных быков – 1,30±0,08, значе-
ния индекса Симпсона – 0,30±0,04 и 0,31±0,03 соответственно. Расчет t-критерия Стьюдента 
показал отсутствие статистически значимых различий параметров α-биоразнообразия между 
пробами из отечественных и иностранных племенных центров.

В образцах выявлено до 19 известных типов бактерий, однако, согласно проведенному 
филогенетическому анализу (рис. 1), таксономический состав микробного сообщества образ-
цов спермы быков сформирован преимущественно представителями 6 типов (Proteobacteria, 
Firmicutes, Fusobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Tenericutes), которые определены хотя бы 
в одном из исследованных образцов с частотой выше 5 %.

Пять из шести выявленных в нашей работе доминирующих типов: Proteobacteria, Firmicutes, 
Actinobacteria, Bacteroidetes и Fusobacteria – были ранее обнаружены в составе микробиоты се-
менной плазмы человека. Сходный состав был получен и при исследованиях спермы быков, но 
в отличие от данных, полученных при анализе микробиома свежеполученной спермы здоровых 
быков голштино-фризской породы, в микробиоме анализируемых нами образцов значительно 
меньше представлены Actinobacteria [12]. При этом в нашей работе в 76,5 % спермодоз были 
выявлены Tenericutes, не выявленные в образцах в исследовании словацких коллег [12], относи-
тельное содержание последовательностей которых в отдельных образцах достигало 18 %. 

Анализ на уровне классов показал наличие в спермодозах 18 различных классов бактерий, 
но генетический материал только 11 из них обнаружен хотя бы в одном из образцов с частотой, 
превышающей 5 % (рис. 2).

Анализ двух отдельных групп образцов – спермы из отечественных и иностранных пле-
менных хозяйств – показал четкие различия во встречаемости основных представителей бак-
териальной микрофлоры. В образцах спермы российских быков преобладающими типами 
были Fusobacteria и Firmicutes. На третьем месте по частоте были представлены Bacteroidetes. 
В сперме иностранных быков при этом в 87,5 % образцов преобладающим типом были пред-
ставители Proteobacteria.
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Рис. 1. Относительная представленность типов бактерий в анализируемых образцах криоконсервированной спермы быков

Fig. 1. Relative Abundance of Bacterial Types in Analyzed Cryopreserved Bull Sperm Samples

Различалось в отечественных и иностранных образцах и разнообразие на уровне родов. 
Так, в образцах российских быков зафиксировано в среднем 13, а в образцах иностранных бы-
ков – 15 родов бактерий с содержанием выше 1 %. В 7 из 10 проанализированных образцов от 
отечественных животных преобладающим родом в микробном сообществе был Fusobacterium, 
содержание последовательностей генома которого колебалось от 18,85 до 37,91 %. При этом 
род Fusobacterium доминировал только в 5 из 24 образцов от иностранных быков. На втором 
месте по частоте встречаемости во всех образцах был неидентифицированный род порядка 
Clostridiales с содержанием от 16,79 до 27,55 %. Третьим родом, встречающимся в большин-
стве образцов, был Campylobacter. Его содержание в сперме российских быков варьировало 
5,99 до 9,68 %, а в образцах иностранных быков – от 1,55 до 23,7 %. Анализ полученных фраг-
ментов генома позволил идентифицировать вид Campylobacter ureolyticus, который встречался 
в обеих группах образцов. 
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Рис. 2. Относительная представленность классов бактерий в анализируемых образцах криоконсервированной спермы быков

Fig. 2. Relative Abundance of Bacterial Classes in Analyzed Cryopreserved Bull Sperm Samples

Проведенный в работе, опубликованной в 2022 г., анализ встречаемости и сочетаний ми-
кроорганизмов в сперме быков с удовлетворительными и неудовлетворительными морфофунк-
циональными показателями показал, что представители родов Campylobacter и Fusobacterium 
наиболее часто встречаются в образцах, характеризующихся аномальными показателями 
спермограммы [11]. В своей работе авторы акцентируют внимание на синергетической связи 
микроорганизмов родов Campylobacter и Fusobacterium с другими членами микробного сооб-
щества, отмечая симбиотическое взаимодействие между представителями рода Fusobacterium 
и такими бактериями, как Prevotella, Bacteroidetes и Trueperella, выраженное в стимуляции 
фузобактериями пролиферации других бактерий за счет предоставления факторов роста и ос-
лабления защиты организма-хозяина высвобождением белков-токсинов [11].

Согласно полученным нами результатам, нуклеотидные последовательности Fusobacterium 
были выявлены в 94 % образцов в сочетании с наибольшим количеством таксонов бактерий, 
что согласуется с предположением, что представители рода Fusobacterium являются активным 
членом семенного микробиома и могут оказывать влияние на качество спермы.

Кроме перечисленных выше родов микроорганизмов, в образцах спермы разных быков в 
нашей работе были выявлены следующие представители с содержанием последовательностей 
выше 1 %: Pseudomonas (в 64,7 % образцов), Micrococcus (44,1 %), Prevotella (38,2 %), Oligella 
(35,2 %), Streptococcus (26,5 %). 

При проведенном анализе микробиома спермы человека в ранее опубликованных работах 
[10, 15] было отмечено, что преобладание представителей Pseudomonas и Prevotella коррели-
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рует с аномальными параметрами качества спермы, влияние этих микроорганизмов на каче-
ство спермы крупного рогатого скота еще предстоит определить.

В нашем исследовании микроорганизмы рода Prevotella с содержанием последовательно-
стей генома выше 5 % встречались исключительно в образцах спермы российских быков, а 
представители рода Pseudomonas в этих образцах выявлены не были. При этом в 9 из 24 про-
анализированных образцов импортированной спермы содержание генетического материала 
Pseudomonas было достаточно высоким и варьировало от 16,25 до 37,06 %. Биоинформатическая 
оценка на уровне вида показала, что в образцах присутствовали последовательности P. stutzeri 
и P. mendocina. Эти виды часто выделяют из почвы, навоза, сточных вод, их также описывали 
при анализе госпитальной микрофлоры [16, 17]. Возможно, высокая частота встречаемости 
этих видов в образцах связана с особенностями отбора спермы у быков и дальнейшей под-
готовки спермодоз. Полученная в нашей работе информация о микробиоме спермы в целом 
согласуется с выводами о низком качестве спермопродукции, используемой на территории 
России [18]. Оценивая полученные результаты, необходимо учитывать, что на состав микро-
биома криоконсервированной спермопродукции также влияет иммунный статус быка и ми-
кробный состав других систем органов животного, а также соблюдение санитарно-гигиениче-
ских норм при отборе спермы, ее подготовке, разбавлении и фасовке. 

Таким образом, опубликованные в последнее время научные исследования показывают 
интерес ученых к микробным сообществам спермы крупного рогатого скота и подтвержда-
ют перспективность использования метагеномных исследований для изучения влияния ми-
кроорганизмов на морфофункциональные параметры спермы. Проведенный в нашей работе 
метагеномный анализ показал низкий уровень биоразнообразия и неоднородность состава ми-
кробного сообщества в образцах спермопродукции.  Выявлены различия в представленности 
доминирующих типов бактерий в отечественной и иностранной спермопродукции.

Автор выражает благодарность сотрудникам ФГБУ «ВГНКИ» В.Д. Гордеевой, Е.В. Крыловой и С.М. 
Боруновой за консультации и помощь в подготовке статьи.
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