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Цель работы – сравнительное определение жизнеспособности сперматозоидов по состоянию проницаемости мембран 
для эозина (ЭО) и пропидия йодида (PI) и сопоставление результатов, полученных методами световой и флуоресцент-
ной микроскопии. Сравнение данных световой микроскопии с окраской ЭО и флуоресцентной микроскопии с окраской PI 
показало, что процентное содержание сперматозоидов, выделенных из эякулятов 28 фертильных мужчин, окрашенных 
ЭО, было достоверно выше (34,8 ± 3,2), чем процентное содержание сперматозоидов, окрашенных PI (21,1 ± 4,0). После 
инкубации сперматозоидов при комнатной температуре в течение 24 ч процент нежизнеспособных клеток, окрашен-
ных ЭО, был также выше, чем при окрашивании PI – соответственно 44,5 ± 3,3 и 34,7 ± 3,6. Изучение жизнеспособно-
сти сперматозоидов при повреждающем действии на мембрану клетки оксидативного стресса, создаваемого 4-часовой 
инкубацией с 200 мкМ перекиси водорода (Н2О2), показало, что при окрашивании сперматозоидов PI выявляется суще-
ственно более высокий процент поврежденных клеток, а ЭО в этих случаях менее пригоден для выявления жизнеспособ-
ности сперматозоидов (73,6 ± 5,8 против 51,7 ± 6,4). Проведенный эксперимент показывает, что в случае определенных 
воздействий на сперматозоиды (например, воздействие оксидативного стресса) световая микроскопия недостаточно 
адекватно отражает степень повреждения мембран сперматозоидов, а при флуоресцентной микроскопии выявляется 
более высокий процент сперматозоидов с поврежденной мембраной.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  жизнеспособность сперматозоидов; проницаемость мембран; эозин; пропидия иодид; микро-
скопия.
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The article analyzes comparative assessment of vitality of spermatozoa by condition of permeability of membranes for eosin and 
propidium iodide and comparison of results acquired using technique of light and fluorescent microscopy. The comparison of 
data of light microscopy with eosin staining with data of fluorescent microscopy with propidium iodide staining demonstrated 
that percentage of content of spermatozoa separated from ejaculates of 28 fertile males and stained with eosin was reliably 
higher (34.8±3.2) than percentage of content of spermatozoa with stained with propidium iodide (21.1±4.0). After incubation of 
spermatozoa under room temperature during 24 hours percentage of unviable cells with stained eosin also was higher than in 
case of propidium iodide staining correspondingly (44.5±3.3% and 34.7±3.6%). The analysis of vitality of spermatozoa under 
damaging effect of oxidative stress on cell membrane developed by 4 hours incubation with 200 mkM of  hydrogen peroxide 
(H2O2) demonstrated that under staining of spermatozoa with propidium iodide significantly higher percentage of damaged cells 
is detected. In such cases, eosin staining is less suitable for detection of vitality of spermatozoa (73.6±5.8% against 51.7±6.4%). 
The carried out experiment demonstrates that in case of detected effects on spermatozoa (for example, effect of oxidative stress) 
the light microscopy insufficiently adequate reflects degree of damage of membranes of spermatozoa. The fluorescent microscopy 
detects a higher percentage of spermatozoa with damaged membrane.
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Методы оценки жизнеспособности сперматозоидов осно-
ваны на факте нарушения целостности наружной мембраны 
у клетки вскоре после ее гибели. Одним из критериев оцен-
ки качества эякулята, рекомендованных ВОЗ [1, 2], является 
подсчет доли (в %) жизнеспособных сперматозоидов, точ-
нее, тех из них, клеточная мембрана которых непроницае-
ма для витальных красителей, в частности для эозина (ЭО). 
Суправитальная окраска ЭО по Bloom используется для 
дифференциации живых и мертвых сперматозоидов. Краси-
тель, добавленный к сперматозоидам, проникает в клетки с 
поврежденной мембраной и окрашивает их, живые клетки не 
окрашиваются, затем производится подсчет окрашенных кле-
ток в общей популяции сперматозоидов с помощью световой 
микроскопии [3]. Оценка жизнеспособности может служить 

контролем точности оценки подвижности сперматозоидов, 
поскольку процент мертвых клеток не должен превышать 
процента неподвижных сперматозоидов. В норме эякулят 
должен содержать не менее 50% подвижных сперматозоидов 
или не менее 25% с поступательным движением в течение  
60 мин после эякуляции, а также 50% и более живых сперма-
тозоидов, т. е. сперматозоидов, не окрашенных суправиталь-
ной окраской по Bloom [1, 2].

Для дифференциации живых и мертвых клеток также можно 
использовать флуоресцентные красители, проникающие в клет-
ки. Одним из подобных красителей, который часто используют 
для данных целей, является йодистый пропидий (PI) [4, 5].

Как известно, часть сперматозоидов в процессе диффе-
ренцировки подвергается апоптозу, который на ранних ста-
диях характеризуется активацией эндонуклеаз, расщеплени-
ем ДНК, протеолитической деградацией ядерной оболочки, 
а на завершающей стадии процесса наблюдается наруше-
ние проницаемости клеточной мембраны с последующей 
деструкцией клетки [6–8].

Одно из самых ранних биохимических изменений, про-
исходящих в клетке, подвергшейся апоптозу, это нарушение 
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симметрии клеточной мембраны и перемещение фосфатидил-
серина (ФС) на внешнюю сторону плазматической мембраны 
(экстернализация) [9]. Детектировать экстернализацию ФС 
при апоптозе позволяет кальцийзависимый белок – аннексин 
V (AnV), способный специфически связываться с отрицатель-
но заряженным ФС. Поскольку AnV может проникнуть в мерт-
вые клетки через разрывы мембраны и окрасить внутренний 
слой мембраны, то используют дополнительное окрашивание 
сперматозоидов катионным красителем PI, который проникает 
только в погибшие клетки через поврежденную при некрозе 
мембрану. Используя комбинацию красителей AnV и PI с по-
мощью флуоресцентной микроскопии можно дифференци-
ровать живые, мертвые и апоптотические клетки на ранней и 
промежуточной стадиях апоптоза по клеточному циклу в по-
пуляции сперматозоидов [9, 10].

При инкубации сперматозоидов с обоими красителями 
жизнеспособные клетки не связывают AnV и непроницаемы 
для катионных красителей. При флуоресцентной микроскопии 
такие клетки идентифицируются как AnV-FITC отрицательные 
– PI отрицательные (AnV-/PI-). Потеря мембранной асимме-
трии в динамике развития апоптоза соответствует начальным 
этапам фрагментации ДНК и конденсации хроматина (ранний 
апоптоз) и предшествует потере проницаемости мембраны для 
катионных красителей. На этой стадии клетки, вступившие в 
апоптоз, связывают AnV, но, как и живые клетки, непроницае-
мы для катионных красителей. Эти клетки идентифицируют-
ся как AnV-FITC положительные – PI отрицательные (AnV+/
PI-). Поздняя фаза апоптоза, формирование апоптозных телец, 
сопровождается не только формированием мембранной асим-
метрии, но и резким возрастанием проницаемости мембраны 
для катионных красителей. Клетки, находящиеся в позднем 
апоптозе, и частично некротические клетки идентифицируют-
ся как AnV-FITC положительные – PI положительные (AnV+/
PI+). Мертвые сперматозоиды с поврежденной мембраной мо-
гут быть также AnV-FITC отрицательные – PI положительные 
(AnV-/PI+) [10, 11].

Цель работы – сравнительное определение жизнеспособ-
ности сперматозоидов по состоянию проницаемости мем-
бран для ЭО и PI и сопоставление результатов методов све-
товой и флуоресцентной микроскопии.

Материалы и методы. Образцы эякулятов были полу-
чены от 28 здоровых фертильных мужчин в возрасте от 21 
года до 38 лет. Получение и исследование эякулятов, вклю-
чая определение концентрации, подвижности и морфологии 
сперматозоидов, а также жизнеспособности сперматозоидов 
по состоянию проницаемости мембраны для ЭО осущест-
вляли после разжижения эякулята согласно рекомендациям 
и нормативам ВОЗ [1, 2].

Часть эякулята смешивали (1:10) с фосфатно-солевым бу-
фером (PBS; pH 7,4) и центрифугировали при 220 g в течение 
10 мин. Семенную плазму удаляли, а осадок ресуспендиро-
вали в 1 мл среды Menezo B-2 (BioMerieux, Франция). Неко-
торое количество этой клеточной взвеси было разделено на 
равные части, которые были инкубированы в среде В-2 с 5% 
СО2 при 37°С в течение 4 и 24 ч. С целью оказания повреж-
дающего действия на мембрану был индуцирован оксидатив-
ный стресс 4-часовой инкубацией сперматозоидов с 200 мкМ 
перекиси водорода (при 37°С, 5% СО2).

Анализ подвижности. Подвижность сперматозоидов оце-
нивали с помощью счетной камеры Горяева. Часть образца 

клеточной взвеси была помещена в камеру и наблюдалась под 
объективом ×40. Данную манипуляцию повторяли дважды. 
Каждый раз подсчитывали не менее 100 сперматозоидов.

Суправитальная окраска ЭО на выявление жизнеспособ-
ности. Чтобы оценить жизнеспособность сперматозоидов, 
использовали 3% водный раствор ЭО [3].

Образец эякулята центрифугировали при 220 g в течение 
10 мин. Семенную плазму удаляли, а осадок ресуспендирова-
ли в 100 мкл PBS при температуре 37°С. 10 мкл полученной 
в результате ресуспендирования клеточной взвеси были сме-
шаны на предметном стекле с 10 мкл ЭО. Через 1 мин был 
сделан мазок и высушен на воздухе. Дальнейшую оценку 
процента окрашенных сперматозоидов вели световой микро-
скопией под иммерсионным объективом (×100) с окуляром 
×10 или бинокуляром. В каждом мазке были исследованы как 
минимум 200 сперматозоидов. Процент окрашенных сперма-
тозоидов был оценен как процент нежизнеспособных спер-
матозоидов.

Суправитальная окраска PI и оценка связывания с AnV 
на выявление апоптотических и некротических клеток. Для 
исследования жизнеспособности половых клеток с помощью 
флуоресцентной микроскопии применяли метод, используе-
мый для определения апоптоза клеток, предполагающий ис-
пользование конъюгата AnV с флуорохромом (AnV-FITC) 
и PI [9, 10]. Отмытые сперматозоиды (1•106) инкубировали 
в течение 10 мин в темноте при комнатной температуре с 
AnV-FITC и 20 мкл PI в 1 мл HEPES-буфера согласно ин-
струкции изготовителя (Boehringer Mannheim, Германия). 
Суспензия клеток спермы была нанесена мазком на стеклян-
ную пластинку и высушена на воздухе. Мазки исследовались 
на флуоресцентном микроскопе “МИКРОМЕД 3 ЛЮМ” 
(Санкт-Петербург) под иммерсионным объективом (×100).  
В каждом мазке были исследованы как минимум 500 спер-
матозоидов.

Сперматозоиды, окрашенные только PI (AnV-/PI+) или и 
PI и AnV (AnV+/PI+), оценивались как нежизнеспособные 
(мертвые) с поврежденной мембраной, а окрашенные только 
AnV (AnV+/PI-) – как апоптотические. Неокрашенные клет-
ки (AnV-/PI-) оценивались как жизнеспособные.

Полученные результаты исследований обработаны с по-
мощью пакета прикладных программ Statistica 7.0 (StatSoft 
Inc., 2004), EXСEL-2007 c учетом стандартных методик 
вариационной статистики, включая вычисление критерия 
t Стьюдента для оценки достоверности различий. Для каж-
дой серии данных вычисляли среднее арифметическое (М), 
ошибку среднего (m). Данные представлены в виде М±m, 
различия между показателями считали достоверными при 
значении р<0,05.

Результаты и обсуждение. Сравнение результатов двух 
методов окрашивания (ЭО и PI) свежевыделенных сперма-
тозоидов для выявления жизнеспособности половых клеток 
показало, что процентное содержание сперматозоидов, окра-
шенных ЭО, было достоверно выше (р < 0,05), чем процент-
ное содержание сперматозоидов, окрашенных PI: процент 
нежизнеспособных сперматозоидов был равен 34,8 ± 3,2 и 
21,1 ± 4,0% соответственно (см. таблицу). Процент нежизне-
способных сперматозоидов, окрашенных ЭО, после 4- и 24-
часовой инкубации был также выше, чем при окрашивании 
PI, после тех же периодов инкубации. Это различие в окраске 
можно объяснить тем фактом, что первая окраска (ЭО) явля-

Оценка жизнеспособности сперматозоидов по состоянию проницаемости мембран для ЭО и PI методами световой и флуоресцент-
ной микроскопии (М ± m; n = 28)

Метод оценки жизнеспособности  
сперматозоидов

% нежизнеспособных сперматозоидов
свежевыделенных через 4 ч инкубации через 24 ч инкубации после 4 ч инкубации с Н2О2

Световая микроскопия (ЭО-положительные 
сперматозоиды)

34,8 ± 3,2 37,5 ± 4,2 44,5 ± 3,3 51,7 ± 6,4

Флуоресцентная микроскопия (PI-
положительные сперматозоиды)

21,1 ± 4,0 27,7 ± 3,8 34,7 ± 3,6 73,6 ± 5,8
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ется цитоплазматической, а вторая (PI) – ядерной. Суправи-
тальное окрашивание цитоплазмы требует только проникно-
вения красителя через плазматическую мембрану, тогда как 
для ядерного окрашивания краситель должен проникнуть 
через ядерную оболочку. Таким образом, нежизнеспособные 
сперматозоиды могут окраситься ЭО раньше, когда PI еще не 
может проникнуть к ядру.

Полученные данные отличаются от ранее представлен-
ных результатов В.В. Евдокимова и соавт. [12], которыми 
была предпринята попытка сравнения двух методов оценки 
жизнеспособности сперматазоидов – световой микроскопии 
с окраской ЭО и проточной цитометрии с окраской PI (метод, 
разработанный фирмой Molecular Probes, предполагающий 
использование двух флуорохромов: PI и сибра-14, испускаю-
щих свет в различных областях спектра и регистрируемых 
разными каналами). Авторы пришли к заключению, что при 
исследовании свежеполученной спермы оба метода дают ана-
логичные результаты и являются взаимозаменяемыми, что 
позволяет рекомендовать данные методы в рутинную прак-
тику клинической андрологической лаборатории. Несомнен-
но, проточную цитометрию из-за высокой информативности, 
производительности, объективности показателей, статисти-
ческой достоверности и доказательности результатов следу-
ет считать наиболее оптимальным и перспективным методом 
[10]. Однако не каждая лаборатория имеет такую техниче-
скую оснащенность и финансовую возможность проводить 
определение жизнеспособности клеток этим методом.

Подвижность сперматозоидов не изменялась в течение 
первых 4 ч инкубации, но после 24 часов инкубации процент-
ное содержание неподвижных клеток увеличилось. Процент-
ное содержание нежизнеспособных сперматозоидов также 
не изменялось в течение первых 4 ч, но после 24 ч инкубации 
in vitro происходило статистически значимое увеличение ко-
личества клеток, окрашенных как ЭО, так и PI (см. таблицу). 
Однако статистически значимого изменения процентного 
содержания AnV-позитивных сперматозоидов (AnV+/PI-) в 
течение 24 ч инкубации in vitro не происходило.

Полученные данные указывают на то, что причиной кле-
точной гибели большинства эякуляторных сперматозоидов, 
которые теряли жизнеспособность в течение 24 ч инкубации, 
был некроз, а не апоптоз. Таким образом, экстернализация 
ФС, визуализированная по связыванию с AnV, является, ско-
рее всего, следствием процессов, начатых до эякуляции, и 
смерть эякуляторных сперматозоидов фертильных мужчин, 
по крайней мере в условиях in vitro, осуществляется путем 
некроза, а не апоптоза. Поскольку некроз клеток спермы 
сопровождается потерей подвижности, не возникает суще-
ственного риска принять погибающий сперматозоид за жиз-
неспособный после продления периода инкубации in vitro. 
Следовательно, инкубация спермы in vitro до 24 ч вряд ли 
будет ставить под угрозу результаты вспомогательных репро-
дуктивных технологий, например ICSI, по крайней мере, при 
использовании нормозооспемических образцов спермы.

Важным патогенетическим звеном при развитии мужской 
инфертильности является оксидативный стресс (повышен-
ный уровень активных форм кислорода (ROS или АФК) [13–
15]. Сперматозоиды очень чувствительны к оксидативному 
стрессу, так как они транскрипционно неактивны и имеют 
минимальное количество цитоплазмы, содержащей недоста-
ток антиоксидантов и ДНК-восстанавливающих систем [16]. 
Под влиянием АФК в сперматозоидах активируется пере-
кисное окисление липидов плазматической мембраны, бога-
той ненасыщенными жирными кислотами, нарушается ряд 
важнейших биохимических процессов и функционирование 
мембранных структур клеток и субклеточных образований, 
повреждается структура митохондриальной и геномной ДНК 
[17, 18]. АФК – известный индуктор апоптоза в соматических 
клетках [19] и в созревших сперматозоидах на тестикуляр-
ном уровне [20].

С целью изучения жизнеспособности сперматозоидов 
в результате повреждающего действия на мембрану клетки 

оксидативного стресса, создаваемого АФК, были предпри-
няты опыты по инкубации сперматозоидов с Н2О2. Уровень 
повреждения мембраны сперматозоидов определяли обоими 
методами (световой микроскопией с окраской ЭО и флуорес-
центной микроскопией с окраской PI).

Н2О2 стимулирует гибель клеток по пути как апоптоза, 
так и некроза. Направленность эффекта зависит не только от 
концентрации Н2О2, функционального состояния клеток, но 
и от времени инкубации.

Как следует из полученных результатов, при окрашива-
нии сперматозоидов PI выявляется существенно более вы-
сокий процент поврежденных клеток после их инкубации 
с Н2О2, а ЭО в этих случаях менее пригоден для выявления 
жизнеспособности сперматозоидов (см. таблицу).

Уже после 5 мин инкубации с H2О2 подвижность сперма-
тозоидов была равна нулю. Признаки апоптоза проявлялись 
уже через 1 ч после добавления Н2О2. Так, под влиянием Н2О2 
доля клеток, связывающихся только с AnV, составляла более 
50%. Количество сперматозоидов с поврежденной мембра-
ной, окрашенных PI, стало более 30%. Только 16% спермато-
зоидов оставались жизнеспособными.

Четырехчасовая инкубации с H2О2 способствовала уве-
личению количества некротических сперматозоидов и сни-
жению доли AnV-позитивных клеток. При этом процентное 
содержание сперматозоидов, окрашенных PI, было достовер-
но выше, чем процентное содержание сперматозоидов, окра-
шенных ЭО: процент определения нежизнеспособных спер-
матозоидов был равен 73,6 ± 5,8 и 51,7 ± 6,4 соответственно 
(см. таблицу).

Таким образом, инкубация с H2O2 в зависимости от вре-
мени приводила сначала к переходу жизнеспособных клеток 
в клетки, связывающиеся с AnV, что указывает на наруше-
ние симметрии клеточной мембраны и экстернализацию ФС 
[21], а затем происходит переход от AnV-позитивных клеток 
к клеткам, окрашивающимся PI, что указывает на поврежде-
ние мембраны, т.е. потерю целостности.

Возможной причиной расхождения результатов оценки 
жизнеспособности сперматозоидов, окрашенных ЭО или 
PI, мог, по нашему мнению, явиться тот факт, что при дли-
тельном воздействии H2O2 нежизнеспособные клетки – это в 
первую очередь сперматозоиды, претерпевающие не только 
некротическую гибель, но и находящиеся на поздней стадии 
апоптоза, которая сопровождается не только формированием 
мембранной асимметрии, но и резким возрастанием прони-
цаемости мембраны для PI. В этом случае, вероятно, более 
чувствительным и предпочтительным является флуорес-
центный метод.

Заключение. Таким образом, оба метода оценки жиз-
неспособности половых клеток – световая микроскопия с 
окраской ЭО и флуоресцентная микроскопия с окраской PI 
– могут успешно применяться в клинических лабораториях. 
Проведенное исследование показало, что для оценки жизне-
способности свежевыделенных половых клеток или клеток 
после 24-часового периода инкубации суправитальная окра-
ска ЭО по Bloom является более пригодной в рутинной прак-
тике клинической андрологической лаборатории. Световая 
микроскопия в данном случае более адекватно отражает на-
рушение целостности наружной мембраны у клетки вскоре 
после ее гибели и проницаемость мембраны сперматозоидов 
для цитоплазматического красителя ЭО, а также является 
более доступным методом с точки зрения технической осна-
щенности и в значительной мере финансовых затрат лабора-
тории.

После определенных воздействий на сперматозоиды in 
vitro (например, воздействие H2O2) флуоресцентная микро-
скопия выявляет достоверно более высокий процент спер-
матозоидов с поврежденной мембраной. Окраска ЭО недо-
статочно точно отражает уровень повреждения мембраны 
сперматозоидов при воздействии на клетку оксидативного 
стресса и более пригодной в этом случае является окраска 
PI.
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