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Введение
В последнее десятилетие нарушение репродук-

тивной функции мужчин, являясь весьма актуаль-
ной проблемой, приобрело особую медицинскую и 
социальную значимость. Так, исследования послед-
них лет доказали, что с мужским фактором связано 
до 40–50% причин бесплодия [1], при том, что на 
протяжении многих лет бесплодие в большинстве 
своем связывалось с проблемами в репродуктивной 
системе женщины. Так, в 30–50% случаев мужское 
бесплодие обусловлено множеством причинных 
факторов, вызывающих изменение числа сперма-
тозоидов, их морфологию, функциональную актив-
ность и генетические характеристики [2–3]. Следует 
отметить, что бесплодие у мужчин может протекать 
и с нормоспермией [4], в то же время фертильность 
бывает сохранена при некоторых отклонениях пока-
зателей спермограммы.

В связи с этим для диагностики особенностей 
мужского бесплодия ВОЗ объединила в единый 
протокол несколько серий лабораторных методик, 
направленных на стандартизацию исследования ка-
чества спермы в разных странах. Эти исследования 
предполагают измерение концентрации, морфоло-
гии и подвижности сперматозоидов, дополненное 
проведением определенных функциональных тестов 
и определением биохимических и ферментативных 
параметров спермы (ВОЗ, 1999). Указанный диа-
гностический набор позволяет определить общий 
объем спермы и концентрацию сперматозоидов на 
миллилитр ее объема, а также установить связь бес-
плодия мужчины с отсутствием (азооспермия) или 
значительным снижением (олигоспермия) количес-

тва сперматозоидов в эякуляте. Кроме того, данный 
спектр тестов делает возможным выявление про-
блем, связанных с подвижностью сперматозоидов 
(астенозооспермия), что затрудняет их продвижение 
через полость матки и успешное достижение вне-
шней трети фаллопиевых труб. Данные методики 
позволяют проанализировать наличие серьезных 
морфологических изменений структуры спермато-
зоидов (головки, шейки, хвостика) по типу терато-
зооспермии и их связь с нарушением способности 
эффективно оплодотворять яйцеклетку.

Несмотря на использование в полном объеме 
клинических и лабораторных исследований, у 30–
50% бесплодных мужчин причину бесплодия уста-
новить не удавалось, эти случаи оценивались как 
идиопатическое бесплодие [5]. Было выяснено, что 
в его основе может лежать повреждение ДНК спер-
матозоидов, что послужило предметом активных 
исследований факта фрагментации ДНК спермато-
зоидов [6]. Аномалии хроматина или даже повреж-
дения ядерной ДНК сперматозоидов могут иметь 
место или даже быть результатом нарушений в про-
цессе укладки спирали ДНК, происходящем в ходе 
сперматогенеза. Также существует вероятность, что 
эти изменения могут быть результатом повреждений 
ДНК свободными радикалами, которые вызывают 
окислительный стресс, следствием чего может стать 
инициация процесса апоптоза.

Цель исследования
Оценить возможность изучения морфологи-

ческими методами наличия и выраженности фраг-
ментации ДНК сперматозоидов в гистологических 
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образцах спермы для расширения возможностей 
диагностики причин мужского бесплодия.

Материал и методы
Существуют различные методы для определения 

целостности хроматина и ДНК в сперматозоидах 
человека. В нашем исследовании использован тест 
«ХалоСперм» компании «Халотек» для определения 
наличия и выраженности фрагментации ДНК в спер-
матозоидах [7]. Согласно утвержденной методике, 
сперматозоиды включаются в агарозный микрогель. 
Затем к суспензии сперматозоидов добавляется кис-
лый денатурирующий раствор. Сперматозоиды, не 
имеющие разрывов в своей ДНК, устойчивы к кис-
лотной денатурации и сохраняют двухцепочечную 
структуру ДНК. В сперматозоидах с фрагментиро-
ванной ДНК в участках ее разрывов денатурирация 
происходит спонтанно, и ДНК становится одноце-
почечной. В дальнейшем образец обрабатывают 
лизирующим раствором для экстракции ядерных 
белков. Лизис позволяет достичь разворачивания 
нитей хроматина, лучшего сохранения морфоло-
гии головки и ядра и получения диспергированного 
ореола с большей плотностью материала хромати-
на («хало»), что способствует его интенсивному 
окрашиванию. Окрашивание производят по мето-
дике компании «Халотек» красителями теста «Ха-
лоСперм». При интерпретации результатов исходят 
из того, что чем больше фрагментация ДНК в клетке, 
тем меньше вокруг этой клетки диспергированный 
ореол – «хало». Сперматозоиды с денатурированной 
ДНК подсчитываются количественно.

С помощью этого метода было установлено, что 
при наличии у пациента 30% или более спермато-
зоидов с фрагментированной ДНК вероятность на-
ступления беременности снижается до 1% и менее, 
причем как при естественном, так и при искусст-
венном оплодотворении. Доля сперматозоидов с 
фрагментированной ДНК может быть относитель-
но постоянной в различных циклах сперматогенеза 
данного индивидуума, но может и варьировать в за-
висимости от внешних факторов [8] или, например, 
после сильных лихорадочных заболеваний, таких 
как грипп. При отборе проб спермы для последу-
ющего использования в процессе искусственного 
оплодотворения целесообразно проводить серии ис-
следований для выявления образцов с наименьшим 
уровнем фрагментации ДНК. Необходимо иметь в 
виду, что замораживание образцов спермы в жидком 
азоте не изменяет уровня фрагментации ДНК, поэ-
тому исследования можно проводить с заморожен-
ными образцами, с возможностью их дальнейшего 
использования для искусственного оплодотворения, 
оплодотворения in vitro или для введения спермато-
зоидов внутрь цитоплазмы яйцеклетки.

В нашем исследовании изучено 26 гистологичес-
ких препаратов спермы, приготовленных по выше-
описанной методике, под световым микроскопом с 
увеличением ×800 и дальнейшей оценкой резуль-
татов.

Результаты и обсуждение
Оценка результатов проводилась визуально с 

подсчетом пяти типов сперматозоидов, классифи-
цированных в зависимости от размеров «хало». 
Существуют две части генетического материала, 
соответствующего депротеинезированному ядру 
сперматозоида. Первая часть – это головка с распо-
лагающимся в центре ядром сперматозоида, вторая 
часть, локализованная по периферии, – «хало», пред-
ставляющее собой ДНК хроматиновой дисперсии.

При гистологическом исследовании микропре-
паратов нами обнаружены сперматозоиды без фраг-
ментации ДНК, подразделяющиеся на два вида. Пер-
вый вид представлен сперматозоидами с большим 
«хало», которое больше или равно диаметру головки 
(core) (тип 1 на рис. 1). Второй вид составили спер-
матозоиды со средним по размеру «хало», равным 
половине диаметра головки (тип 2).

Сперматозоиды с фрагментированной ДНК, 
структурно, в свою очередь, подразделяются на 
три категории: сперматозоиды с малым «хало», без 
«хало» и деградированные клетки. Сперматозоиды 
с малым «хало» представляют собой клетки, «хало» 
которых меньше или равно трети диаметра головки 
(тип 3). Сперматозоиды без «хало» не имеют хрома-
тиновой дисперсии по периферии головки (тип 4). 
Деградированные сперматозоиды, у которых «хало» 
отсутствует, а головка имеет необычную форму или 
окрашена слабо (тип 5). После идентификации ти-
пов сперматозоидов в препарате высчитывалось ко-
личество сперматозоидов каждого вида для каждого 
препарата и их среднее количество.

Среди 150 обратившихся пациентов с бесплоди-
ем (статистика предоставлена нам ООО «КДФ») при 
изучении индекса фрагментации ДНК сперматозои-
дов (ИФ), величина ИФ ниже 20% составила 49,3%; 
20–29% – 26,7%; 30% и более – 24,0% (рис. 2).

Рис. 1. Микрофотография препарата сперматозоидов: увеличение 
×800, окраска по методике компании «Халотек» красителями теста 

«ХалоСперм»

Рис. 2. Частота встречаемости различных индексов фрагментации 
ДНК сперматозоидов среди обратившихся в ООО «КДФ»
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Заключение
При морфологическом изучении наличия и вы-

раженности фрагментации ДНК сперматозоидов в 
гистологических образцах спермы установлено, что 
наиболее часто встречались сперматозоиды со сред-
ним и большим «хало», вторыми по частоте – клетки 
с малым «хало», реже – сперматозоиды без «хало» и 
деградированные сперматозоиды, что соответствует 
статистическим данным ООО «КДФ» и не проти-
воречит российским статистическим показателям. 
Применение данного метода расширяет диагности-
ческие возможности определения причин мужского 
бесплодия.
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