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Dokładne badanie nasienia jest podstawą oceniania 
przydatności samców do rozrodu (28) oraz jednym 
z kluczowych etapów efektywnej sztucznej inseminacji, 
a  wysoka jakość nasienia to obecnie istotny element 
wpływający na poprawę efektów reprodukcyjnych 
u zwierząt (6).

Tradycyjne metody badania nasienia
Do standardowych, konwencjonalnych metod oceny 

jakości nasienia należą: badanie makroskopowe, orga-
noleptyczne, gdzie oceniana jest objętość ejakulatu, jego 
barwa, konsystencja, zapach oraz pH w zależności od 
gatunku (28), a  także podstawowe, rutynowe badanie 
mikroskopowe (9) obejmujące: ocenę koncentracji plem-
ników – metodą cytometryczną (29); ocenę ruchliwości 
plemników na ogrzanym stoliku Bloma lub szkiełku 
podstawowym (29) oraz ustalenie odsetka plemników 
poruszających się ruchem progresywnym w  stosunku 
do ogółu plemników ruchliwych (20); ocenę morfolo-
giczną, na którą składa się określenie procentowej licz-
by komórek z nieprawidłową budową (7, 19, 20); oraz 
określenie odsetka plemników martwych po wykonaniu 
rozmazu barwionego eozyną i nigrozyną (10). W ostatniej 
z wymienionych metod ustalany jest procentowy udział 
plemników z zabarwionymi główkami, klasyfikowanych 
jako martwe. Niewybarwione plemniki, analogicznie, 

są w tym przypadku uznawane za żywe. Jedną z metod 
oceny żywotności plemników jest również test hipoosmo-
tyczny (HOS), czyli test pęcznienia witki plemnikowej. 
Jest on testem opartym o zasadę półprzepuszczalności 
błony komórkowej w nieuszkodzonej (żywej) komórce 
plemnikowej. W teście HOS tylko plemniki żywe, czyli 
z nieuszkodzoną półprzepuszczalną błoną komórkową 
będą pęcznieć w środowisku hipotonicznym (18, 25).

Powyższy sposób postępowania z  uzyskanym eja-
kulatem dostarcza podstawowych informacji na temat 
wartości hodowlanej danego osobnika i przez wiele lat 
pozwalał wybrać samca reproduktora o  potencjalnie 
najlepszej wydajności rozrodczej. Tradycyjne meto-
dy badania pozyskanego ejakulatu z  wykorzystaniem 
mikroskopii świetlnej, pomimo swojej uniwersalności 
i możliwości wielokrotnego wykorzystania w praktyce 
są przy obecnych wymogach produkcyjnych niewystar-
czające. Przede wszystkim ich znaczną wadą jest brak 
obiektywizmu oraz precyzji (26), jak również nie w każ-
dym przypadku można za ich pomocą wykryć obniżoną 
płodność (9, 14, 27). Coraz powszechniejsze użycie 
technik wspomaganego rozrodu, takich jak zapłodnienie 
in vitro lub transfer zarodków we współczesnych stadach 
zwierząt gospodarskich (13), wymaga stosowania nasie-
nia o bardzo wysokiej jakości (9), w przeciwnym razie 
hodowca ponosi znaczne straty z powodu niewystarcza-
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jącej liczby ciąż (27). Warto również dodać, że nasienie 
używane w  wyżej wymienionych technikach zwykle 
jest uprzednio chłodzone bądź mrożone i  rozmrażane, 
co znacznie wpływa na przeżywalność oraz żywotność 
plemników.

W wielu laboratoriach obecnie używane są również 
bardziej zaawansowane metody badania nasienia. 
Tradycyjny mikroskop świetlny coraz częściej zastę-
powany jest bardziej zaawansowanym kontrastowo-fa-
zowym, który umożliwia obserwację komórek bez po-
trzeby barwienia kontrastowego. W wielu laboratoriach 
wykorzystywana jest także komputerowo wspomagana 
analiza jakości nasienia (CASA). Parametry takie jak 
koncentracja, morfologia czy ruchliwość plemników 
można za jej pomocą zbadać komputerowo w znacznie 
szybszy i bardziej precyzyjny sposób, redukując przy tym 
margines błędu (1, 2). CASA pozwala również na określe-
nie dodatkowych parametrów, takich jak m.in. szybkość 
ruchu plemników, ruch w linii prostej, linii zakrzywionej 
czy amplitudę bocznych wychyleń główki (1, 2).

Do kolejnych, bardziej szczegółowych sposobów 
wykrywania wad w komórkach plemnikowych należą: 
badanie morfologiczne organelli plemnika (MSOME), 
które pozwala na dokładną analizę jądra komórkowego, 
akrosomu, cytoplazmy, a przede wszystkim liczby i wiel-
kości wakuol (23) czy badania integralności chromatyny. 
Stopień defragmentacji chromatyny można zbadać wy-
konując m.in. test TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl 
transferase dUTP nick end labelling) używając cytometrii 
przepływowej (26) czy test SCD (Sperm Chromatin 
Dispersion) polegający na wyizolowaniu chromatyny lub 
jej fragmentów poprzez poddanie komórek denaturacji 
kwasowej oraz lizie białek jądrowych (15). Po wybarwie-
niu preparatu w plemnikach z prawidłową integralnością 
DNA obserwuje się charakterystyczną otoczkę, tzw. halo, 
która zanika wraz ze wzrostem stopnia defragmentacji 
materiału genetycznego.

Metody poprawiające jakość nasienia
Współcześnie pojawia się coraz więcej badań doty-

czących znacznie bardziej nowatorskich i  innowacyj-
nych metod, które wykorzystywane są w postępowaniu 
z nasieniem stosowanym w technikach wspomaganego 
rozrodu (ART) zarówno u zwierząt, jak i u ludzi. Metody 
te bazują nie tylko na samej ocenie nasienia i stwierdze-
niu na jej podstawie potencjału reprodukcyjnego, ale 
przede wszystkim dają możliwość wyselekcjonowania 
najbardziej pożądanych gamet, najczęściej tych najlep-
szych jakościowo. Do takich metod można zaliczyć m.in. 
metodę swim-up, która polega na umieszczeniu upłynnio-
nego nasienia w probówce, pokryciu specjalnym medium 
hodowlanym oraz odwirowaniu i inkubacji (5). Medium 
będące górną warstwą dostarcza plemnikom substancji 
odżywczych, przez co prawidłowe oraz ruchliwe komórki 
migrują w górę. O  ile sposób ten z powodzeniem jest 
stosowany u ludzi, tak nie zawsze sprawdza się w maso-
wej reprodukcji zwierzęcej. Jak podają Sutovsky i wsp., 
w przypadku np. bydła metoda swim-up jest zbyt długo-
trwała przy jednocześnie niewielkiej objętości uzyskane-
go ejakulatu (27). Alternatywnymi technikami selekcji są 
również metody: swim-down, gdzie w przeciwieństwie 

do swim-up warstwa medium znajduje się w probówce 
poniżej warstwy nasienia, co pozwala ruchliwym plemni-
kom naturalnie migrować; metoda filtracji szklaną watą, 
w której ruchliwe plemniki oddzielane są od nieruchli-
wych, ale również od leukocytów i zanieczyszczeń; czy 
wirowanie w gradiencie gęstości, po wykonaniu którego 
plemniki tworzą warstwy w probówce w zależności od 
ich gęstości. Dojrzałe i prawidłowe komórki, jako wyka-
zujące większą gęstość, układają się w warstwę najniżej 
położoną (5).

Nanopuryfikacja nasienia
Powyższe techniki w znacznym stopniu poprawiają 

jakość nasienia, ale warto również mieć na uwadze ich 
wady, takie jak: duży koszt, praco- i czasochłonność czy 
zmniejszenie koncentracji uzyskanej dawki (12). Jednym 
z bardziej niestandardowych, a jednocześnie obiecują-
cych sposobów poprawy jakości nasienia jest metoda 
z wykorzystaniem nanotechnologii. Nanocząsteczki to 
cząstki materii o umownej wielkości od 1 do 100 nm. 
Dzięki tak małym rozmiarom związki chemiczne w na-
noskali osiągają duży stosunek powierzchni do objętości 
(12), co może pozwolić na zmianę ich właściwości fi-
zycznych oraz chemicznych (17). Pojedyncza nanoczą-
steczka zwykle ma budowę warstwową, na którą składa 
się kilka różnych związków chemicznych. Podstawą 
tej budowy jest centralny rdzeń złożony z  np. tlenku 
metalu, metalu szlachetnego bądź polimeru oraz jedna 
lub dwie opłaszczające go powłoki zewnętrzne mające 
odmienny od rdzenia skład chemiczny. Rodzaj związku 
chemicznego tworzącego rdzeń odpowiada za właści-
wości nanomolekuły, a z kolei najbardziej zewnętrzna 
powłoka umożliwia przyłączanie substancji organicznych 
(17). Te unikalne cechy nanocząsteczek pozwalają na 
ich szerokie zastosowanie w wielu dziedzinach, między 
innymi produkcji zwierzęcej zarówno w zakresie przemy-
słu spożywczego, jak i bardziej w kierunku związanym 
z medycyną, w szczególności rozrodem (17). Co więcej, 
zaletą stosowania tej metody jest niewątpliwie niższy 
koszt czy brak konieczności posiadania specjalistycznego 
sprzętu, co ma miejsce przy korzystaniu z  cytometrii  
przepływowej.

Nanocząsteczki coraz szerzej wykorzystywane są 
w  badaniach nad nasieniem i  jego właściwościami. 
Jednym z zastosowań nanocząsteczek w zakresie roz-
rodu oraz andrologii jest możliwość nanooczyszczania 
(nanopuryfikacji) nasienia, czyli selektywnego usuwania 
martwych i uszkodzonych plemników (3, 14). Sposób 
oddzielania plemników o prawidłowej morfologii i fi-
zjologii od nieprawidłowych oparty na zjawisku ma-
gnetyzmu oraz działaniu specyficznych biomarkerów 
– lektyn i białka ubikwityny – został opracowany przez 
Clemente Associates (Madison, CT, USA). W procedurze 
tej wykorzystano nanocząsteczki tlenku żelaza (Fe3O4) 
opłaszczone przeciwciałami anty-ubikwitynowymi 
oraz lektynami pochodzenia roślinnego: PNA (Peanut 
agglutinin) i PSA (Pisum sativum agglutinin) mającymi 
powinowactwo do plemników z obecną przedwczesną 
reakcją akrosomalną (9, 27). Ubikiwtyna również służy 
tu jako biowskaźnik, jako że jest białkiem obecnym na 
powierzchni zdegenerowanych akrosomów, jak również 
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plemników z innymi nieprawidłowościami w obrębie głó-
wek lub witek. Dzięki tym właściwościom magnetyczne 
nanocząsteczki tlenku żelaza łączą się z martwymi lub 
apoptotycznymi komórkami, a  dokładnie ze związaną 
z nimi ubikwityną, oddzielając plemniki z defektami od 
prawidłowych (9, 27), co pozwala na uzyskanie dawki 
nasienia bogatej jedynie w  żywe plemniki i  poprawę 
współczynników zapładnialności. Pozytywne efekty 
nanooczyszczania plemników wykazały badania Feugang 
i  wsp. na trzodzie chlewnej (14). Nanopuryfikacja 
nasienia dała skutek w  postaci lepszych parametrów 
ruchliwości plemników oraz większego odsetka ciąż 
u loch inseminowanych oczyszczoną dawką ejakulatu. 
Co istotne, nie wykazano ujemnych skutków w zakre-
sie postnatalnego rozwoju prosiąt pochodzących z ciąż 
z  grupy badawczej w  porównaniu z  grupą kontrolną. 
Podobne badania wykonywano również na koniach (21) 
i bydle domowym (9, 22), gdzie, jak wyżej, wskaźnik 
zapładnialności u  samic inseminowanych nasieniem 
po nanopuryfikacji był wyższy. Z kolei próba z trzodą 
chlewną wykonywana przez Durfey et al. (11) wyka-
zała zwiększoną ruchliwość plemników pochodzących 
z oczyszczonego nasienia, jednak bez uchwytnych zmian 
w żywotności plemników oraz zapładnialności samic.

Oprócz oczyszczenia nasienia z wadliwych plemni-
ków, szczególną zaletą nanocząstek jest ich działanie 
antyoksydacyjne, jak również znajdują one zastosowanie 
jako sortery plemników, oddzielając komórki z chromo-
somem X od tych posiadających chromosom Y, najczę-
ściej mniej pożądanych. Badania w zakresie sortowania 
plemników zostały przeprowadzone Ramirez Castex 
i wsp. (24) na ogierach oraz przez Dominguez i wsp. (8) 
na osłach. Pomimo braku wykazanych różnic w zakresie 
żywotności plemników w grupie badawczej i kontrolnej, 
efekty sortowania komórek zakończyły się sukcesem. 
W  ejakulatach poddanych działaniu magnetycznych 
nanocząsteczek otrzymano średnio 90% plemników 
z  chromosomem X, co może w  przyszłości stanowić 
cenną alternatywę dla cytometru i  związanych z  nim 
ograniczeń, takich jak koszt czy czasochłonność (8).

Pozytywne rezultaty w zakresie sortowania plemni-
ków a  także oznaczania wybranych sekwencji DNA, 
znakując tym samym uszkodzone plemniki, wykazano 
również wykorzystując nanocząsteczki złota. Badania 
zostały przeprowadzone na nasieniu buhajów (4, 16), 
gdzie posłużono się nanocząsteczkami złota sprzężonymi 
z odpowiednimi ligandami.

Podsumowując osiągnięcia współczesnej nauki w za-
kresie nanotechnologii należy stwierdzić, że pomimo 
różnorodności proponowanych technologii i opracowa-
nych metod w celu poprawy efektów reprodukcyjnych 
w procedurach in vivo i in vitro, metody z użyciem nano-
cząsteczek stały się niewątpliwie przełomem w procesach 
rozrodczych u ludzi i zwierząt.
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