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Эякулятом принято называть порцию сперматозоидов и 
спермоплазмы, выделяющихся из уретры за одну эякуляцию. 
При проведении научных и лабораторных исследований, а 
также при селекции клеток с целью дальнейшего их исполь-
зования в программах вспомогательных репродуктивных 
технологий (ВРТ) бывает необходимо отделение половых 
клеток от спермоплазмы.

Существует несколько методов выделения сперматозои-
дов из нативного эякулята: метод отмывания от семенной 
плазмы, метод всплытия «swim-up» и метод центрифугирова-
ния эякулята в градиенте плотности [1]. Другие методы обра-
ботки спермы, например методы фильтрации (в колонках из 
стекловолокна, стеклянных гранул или поперечно-сшитого 
декстранового геля), используются крайне редко в силу их 
неоправданной трудоемкости.

Важным условием при выборе того или иного метода яв-

ляется сохранение жизнеспособности и кинетических пара-
метров мужских половых клеток после их выделения, а при 
выделении сперматозоидов с целью их селекции для про-
грамм ВРТ необходимо получение фракции прогрессивно 
подвижных форм сперматозоидов с нормальной структурой 
хроматина. Ключевым моментом при выделении спермато-
зоидов является то, что сперма должна быть подготовлена в 
течение одного часа после получения [2].

Достаточно часто применяется метод отмывания, в ре-
зультате которого нативный эякулят разделяют на спермато-
зоиды и семенную плазму центрифугированием при 1700 g, 
дважды отмывая сперматозоиды физиологическим раство-
ром [3—6]. paasch u. и соавт. после разведения эякулята в 
0,9% растворе naci (1:1) выполняли отмывание центрифуги-
рованием при 400 g в течение 5 мин [7].

lachaud С. и соавт. в своем исследовании проводили от-
мывание сперматозоидов в фосфатно-солевом буфере (pbs; 
ph = 7,4) (1:10) с дальнейшим центрифугированием при 220 g  
в течение 10 мин, после чего семенная плазма была удале-
на, а полученный осадок был ресуспендирован в 1 мл среды 
menezo b2 (biomerieux, france) [8].
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Отмывание — самый простой метод, который чаще все-
го применяется к эякуляту высокого качества при подготов-
ке сперматозоидов к программам ВРТ. При этом проводится 
однократная или двойная отмывка сперматозоидов культу-
ральной средой с последующим центрифугированием. К не-
достаткам метода принято относить образование активных 
форм кислорода в осадке клеток после центрифугирования, 
а также оседание вместе с подвижными сперматозоидами 
потенциально токсичных клеток и мертвых сперматозоидов, 
что может оказывать негативный эффект и сказываться на со-
хранности генетического материала жизнеспособных спер-
матозоидов.

Одним из наиболее важных факторов для определения 
вероятности успеха в ВРТ и нормального развития эмбриона 
является качество половых клеток. Плохо подготовленные 
сперматозоиды не позволят получить эмбрионы хорошего 
качества. Успешное оплодотворение и дальнейшее полно-
ценное развитие эмбриона возможны только при условии 
нормальной структуры хроматина сперматозоидов.

Стандартные процедуры определения функционально-
морфологических параметров сперматозоидов — напри-
мер, подвижность сперматозоидов, — поддаются экспресс-
анализу под световым микроскопом, но хорошие параметры 
не всегда соответствуют высокой оплодотворяющей способ-
ности спермы или возможности обеспечивать дальнейшее 
развитие в зиготу [9, 10, 11]. Полноценность спермального 
хроматина не может быть оценена методом быстрой свето-
вой микроскопии. Поэтому важно использовать такую техно-
логию обработки спермы, которая гарантированно позволит 
отобрать функционально активные сперматозоиды с нор-
мальной структурой хроматина из общей популяции, имею-
щейся в наличии.

Так, одним из направлений оптимизации программы экс-
тракорпорального оплодотворения (ЭКО) является разработ-
ка методов, позволяющих с наибольшей эффективностью 
выделить из эякулята фракцию прогрессивно подвижных 
сперматозоидов, используемую для инсеминации ооцитов, 
которая имела бы наилучшие показатели кинематики и мор-
фологии [12]. Поэтому наиболее широко применяемыми в 
программах ВРТ и в большинстве андрологических лабора-
торий для получения подвижной фракции являются метод 
всплытия «swim-up» [13, 14, 15] либо фракционирование эя-
кулята в градиенте плотности (технология обработки спермы 
«percoll» или «puresperm») [16—19].

Метод центрифугирования эякулята в градиенте плот-
ности. Центрифугирование спермы в градиенте плотности 
позволяет отобрать подвижные сперматозоиды с нормальной 
морфологией. Метод основан на принципе центрифугирова-
ния спермы через градиент, образованный двумя-тремя слоями 
растворов с возрастающей плотностью (масса/объем), содер-
жащими различные концентрации частиц коллоидного крем-
ния. Таким образом, подход основан на разделении компонен-
тов (клеток) эякулята по их удельному весу и плотности.

При методе градиентного центрифугирования образец эя-
кулята располагается поверх градиента. При центрифугиро-
вании различные клетки занимают определенное положение, 
в котором их плавучая плотность соответствует плотности 
градиента. Разделение основано на том, что зрелые спермато-
зоиды имеют плотную упаковку ДНК и большую плотность, 
чем 80% раствор, поэтому проходят сквозь него и оседают на 
дне пробирки. Сперматозоиды, получаемые со дна пробирки, 
обладают наибольшей подвижностью. Градиентное центри-
фугирование применяется многими лабораториями iVf как 
штатный способ обработки спермы низкого качества.

Технология центрифугирования сперматозоидов в гради-
енте плотности была впервые разработана в 1996 г. с исполь-
зованием в качестве коллоида «percolltm» («Kabi pharmacia», 

Швеция) [20]. Его применение было ограничено производи-
телем только для исследовательских целей.

В лабораторных условиях растворы перколла готовят на 
hbs + bsa буфере с рН 8,0 (0,13 М nacl, 0,004 М Kcl, 0,001 М  
cacl2, 0,0005 М mgcl2, 0,014 М фруктозы, 0,01 М n-2-
гидроксиэтилпиперазин-n′-2-этансульфоновой кислоты и  
1 мг/мл бычьего сывороточного альбумина).

С. lachaud и соавт. в своем исследовании выделяли спер-
матозоиды из эякулята центрифугированием в градиенте 
плотности перколла (40—80%) при 200 g в течение 20 мин, 
после чего percoll был заменен hams f-10 (sigma, st louis, 
mo) с добавлением 1%-ного бычьего сывороточного альбу-
мина и 25 мМ hepes (рН = 8,0) (sigma). 40% фракции было 
удалено, а более плотный слой был повторно ресуспендиро-
ван в 10 мл pbs и снова центрифугирован при 600 g в тече-
ние 10 мин. Полученный осадок был ресуспендирован в 1 мл 
среды menezo b2 (biomerieux, Франция) [8].

Для клинического использования в качестве материала 
для выделения сперматозоидов из спермы методом центрифу-
гирования в градиенте плотности применяется «puresperm» 
(«nidacon international ab», Швеция) [21].

«puresperm» состоит из коллоидного раствора двуокиси 
кремния в сбалансированном растворе солей, забуференном 
hepes. Производитель рекомендует двухслойный градиент, 
включающий 40% и 80% puresperm, который можно соз-
давать за счет разбавления puresperm буфером puresperm 
buffer или применять готовые к использованию puresperm 
40 и puresperm 80 («nidacon international ab», Швеция). Для 
достижения наилучших результатов градиент следует гото-
вить непосредственно перед использованием и подогреть до 
комнатной температуры.

Методика выделения сперматозоидов из эякулята мето-
дом центрифугирования в градиенте плотности с использо-
ванием «puresperm» заключается в следующем:

1. Сперму инкубируют при 37°c в течение 30 мин для 
разжижения.

2. Подготавливают два градиента: например, 1,5 мл 40% 
компонента и 1,5 мл 80% компонента в пробирке с кониче-
ским дном.

3. Разжиженный эякулят осторожно, не нарушая разделе-
ние слоев (что может понизить эффективность сепарации), 
наслаивают на градиент.

4. Центрифугируют при 300 g в течение 20 мин. После 
центрифугирования на дне конической центрифужной про-
бирки образуется осадок из наиболее подвижной фракции 
сперматозоидов.

5. Пастеровской пипеткой осторожно удаляют семенную 
плазму, а также верхнюю интерфазу, 40% слой и нижнюю ин-
терфазу. Оставляют основную часть 80% слоя.

6. Чистой стерильной пастеровской пипеткой, погружен-
ной в 80% слой, аспирируют осадок, ресуспендируют его в 
буфере для гамет и переносят в чистую центрифужную про-
бирку для отмывания остатков коллоидного раствора.

7. Центрифугируют 10 мин при 600 g.
8. Повторяют отмывку с буфером для гамет.
9. Удаляют супернатант и ресуспендируют в небольшом 

объеме среды для приготовления сперматозоидов или среды 
для оплодотворения.

10. Подсчитывают количество сперматозоидов и вычис-
ляют концентрацию. При необходимости делают разведение. 
Хранят в инкубаторе с 6% co2 при 37°С.

При правильном выполнении вышеописанной методики 
осадок содержит только функционально активные подвиж-
ные сперматозоиды, которые могут быть использованы для 
процедур ВРТ (внутриматочной инсеминации (ИСМ/ИМД), 
ЭКО или интрацитоплазматической инъекции сперматозои-
да (ИКСИ)).
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Сравнительный анализ технологий обработки спермы 
«percoll» и «puresperm» показывает, что последняя техноло-
гия обладает некоторыми преимуществами перед «percoll»; 
это делает возможным ее клиническое использование. Во-
первых, percolltm состоит из частиц двуокиси кремния, свя-
занных с поливинилпиролидоном (ПВП) в воде, и к нему 
перед использованием необходимо добавлять специальный 
солевой раствор. puresperm содержит силансвязанные ча-
стицы двуокиси кремния в hepes-забуференном сбаланси-
рованном растворе солей, который поддерживает жизнеспо-
собность сперматозоидов во время центрифугирования [21].

Во-вторых, содержание ПВП в percolltm служит причиной 
субмикроскопических изменений. Известно, что его исполь-
зование для замедления движения сперматозоидов перед 
процедурой ИКСИ вызывает несвоевременную деконденса-
цию спермального хроматина и снижение процента оплодот-
ворения [22, 23, 24].

В-третьих, присутствие hepes в качестве буфера в 
puresperm оказывает антиоксидантное действие. puresperm 
в процессе производства стерилизуется автоклавированием 
и имеет очень низкий уровень эндотоксинов. percolltm не мо-
жет быть автоклавирован и имеет значительные колебания в 
содержании эндотоксинов от партии к партии, что приводит 
к невозможности использования некоторых партий для об-
работки сперматозоидов [21].

Метод «swim-up». Метод всплытия «swim-up», или фло-
тация, довольно часто используется при миграции спермато-
зоидов. Подход имитирует естественное перемещение спер-
матозоидов через цервикальную слизь. При этом фракция 
спермы располагается под фракцией культуральной среды, 
что позволяет прогрессивно подвижным сперматозоидам пе-
реместиться во фракцию среды. К недостатку метода «swim-
up» следует отнести неадекватность подхода при выраженной 
астенозооспермии (низкой подвижности сперматозоидов).

Выделение сперматозоидов данным методом можно осу-
ществлять либо из нативной спермы, в результате чего под-
вижные сперматозоиды из центрифугированного осадка вы-
ходят в верхнюю фазу — в наслоенную чистую среду, либо 
лучше сначала отмыть сперматозоиды и ресуспендировать 
осадок перед последующим выделением спермиев всплы-
тием. Для вязкого образца спермы можно сделать предвари-
тельное разведение со средой для сперматозоидов.

Методика выделения сперматозоидов из нативной спер-
мы методом всплытия «swim-up» с использованием среды 
readyswimtm («nidacon international ab», Швеция) заключа-
ется в следующем:

1. В центрифужной пробирке на аликвоту разжижен-
ного эякулята наслаивают среду для метода «swim-up» 
readyswimtm.

2. Пробирку ставят в термостат под углом примерно в 
45°. Инкубируют в течение 1 ч при 37°С.

3. После инкубации аккуратно отбирают около 1 мл су-
спензии над спермой, чтобы не повредить нижний слой и 
интерфазу, и центрифугируют при 600 g в течение 10 мин до 
образования осадка из сперматозоидов.

4. Отбирают осадок и затем ресуспендируют его в малом 
объеме подходящей среды для приготовления сперматозои-
дов или среды для оплодотворения, чтобы использовать при 
внутриматочной инсеминации, ЭКО или ИКСИ.

5. Подсчитывают количество сперматозоидов и опреде-
ляют их концентрацию. Хранят в инкубаторе с 6% co2 при 
37°С.

Методика выделения предварительно отмытых спермато-
зоидов методом всплытия заключается в следующем:

1. В коническую пробирку отбирают аликвоту разжижен-
ного эякулята и добавляют примерно такой же объем буфера 
для гамет. Центрифугируют при 300 g в течение 20 мин.

2. Удаляют супернатант, а осадок ресуспендируют в буфе-
ре для гамет. Центрифугируют при 300 g в течение 10 мин.

3. Удаляют супернатант, а на осадок наслаивают среду 
для сперматозоидов и инкубируют в атмосфере co2 в тече-
ние 1 ч при 37°С.

4. Отбирают супернатант со «всплывшими» сперматозои-
дами и переносят в чистую пробирку, подсчитывают концен-
трацию спермиев.

С. lachaud и соавт. в своем исследовании для выделения 
сперматозоидов из спермы методом «swim-up» аликвоту раз-
жиженного эякулята центрифугировали сначало с pbs при 
220 g в течение 10 мин, а после удаления семенной плазмы, 
полученный осадок ресуспендировали в 1 мл среды menezo 
b2 («biomerieux», france) и инкубировали (вертикально) в 
течение 1 ч при температуре 37°С в атмосфере 5% СО2. В 
конце инкубации отбирали подвижную фракцию спермато-
зоидов [8].

Сравнение методов «swim-up» и центрифугирования 
эякулята в градиенте плотности. По сути, метод «swim-
up» позволяет выделять сперматозоиды от остального соста-
ва эякулята исключительно благодаря их подвижности. Хотя 
этот метод и увеличивает процент выделения подвижных 
сперматозоидов при обработке эякулята, однако малопод-
вижные сперматозоиды тоже могут попадать в среду вместе 
с активно подвижными, как и сперматозоиды с морфологиче-
скими дефектами и поврежденной ДНК, т.е. метод «swim-up» 
не отделяет ни морфологически деформированные сперма-
тозоиды, ни сперматозоиды с нарушенным хроматином [21]. 
К сожалению, в процессе «swim-up» не удаляются бактерии 
и вирусы, тогда как присутствие продуцируемых бактериями 
эндотоксинов или реакционно активных соединений кисло-
рода из клеток, мертвых или погибающих сперматозоидов 
оказывает губительное действие на функциональную полно-
ценность хроматина, на оплодотворяющую способность и 
выживаемость всех сперматозоидов [9, 25, 26, 27].

Напротив, центрифугирование в градиенте плотности 
фракционирует клеточные популяции в соответствии с их 
плотностью и подвижностью. В процессе центрифугирова-
ния сперматозоиды перемещаются к той позиции в градиен-
те, которая отвечает их собственной плотности, т.е. к своей 
изопикнической точке [21]. Так, сперматозоиды с нарушен-
ным хроматином обладают меньшей плотностью и будут 
задерживаться в верхнем слое или на границе раздела сред 
градиента. Точно так же, изопикническая точка для сперма-
тозоидов с морфологическими дефектами головки из-за их 
отличающейся плотности будет находиться на другом уров-
не, на котором они и будут концентрироваться [28]. Таким 
образом, сперматозоиды с неповрежденной ДНК находятся 
в прямой зависимости от доли сперматозоидов с интактной 
ДНК [29].

Кроме того, в процессе градиентного центрифугирова-
ния могут быть отделены другие клетки, присутствующие в 
эякуляте, — например, лейкоциты и эпителиальные клетки, 
так же, как мертвые и погибающие сперматозоиды, которые 
служат источником реакционно активных форм кислорода 
и могут вызывать оксидативный стресс [26, 27, 30]. Одно-
временное удаление сперматозоидов с поврежденным хро-
матином и источников реакционногенных видов кислорода 
должно смягчить воздействие их высокой концентрации на 
образцы спермы в процессе ее обработки [21].

Некоторые авторы считают, что применение перколла 
позволяет в более полной мере выделять из нативного эяку-
лята прогрессивно подвижные сперматозоиды [31, 32]. В то 
же время, С. lachaud и другие авторы считают, что популя-
ция сперматозоидов, полученная при использовании метода 
«swim-up», характеризуется лучшими кинематическими па-
раметрами, а также меньшим числом нежизнеспособных и 
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апоптотических сперматозоидов по сравнению с популяцией 
клеток, выделенных методами простого отмывания от семен-
ной плазмы и непрерывного центрифугирования в градиенте 
плотности перколла [3, 8, 33—36].

Относительно того, какой из методов выделения фракции 
подвижных клеток в большей степени повышает долю мор-
фологически нормальных сперматозоидов, нет единого мне-
ния. Имеются указания на преимущества использования как 
перколла [37, 38], так и «swim-up» [31], а также на равную 
эффективность этих методов [33].

В отличие от «swim-up», в процессе градиентного цен-
трифугирования удаляются аномальные сперматозоиды, по-
сторонние клетки и бактерии. Сперматозоиды с дефектами 
морфологии способны осуществлять оплодотворение, однако 
дальнейшее развитие таких эмбрионов и развитие беремен-
ности могут быть нарушены: имеются сведения о взаимосвя-
зи морфологии сперматозоидов и процента оплодотворения. 
p. prakash и соавт. считают, что использование метода гра-
диентного центрифугирования для приготовления образцов 
спермы помогает улучшить результативность программ ВРТ 
за счет повышения оплодотворяемости ооцитов [28].

Сперматозоиды с дефектами хроматина конкурируют с 
нормальными спермиями в процессе оплодотворения, поэто-
му во избежание получения эмбрионов низкого качества очень 
важно не допустить их попадания в суспензию, предназначен-
ную для ЭКО. По данным Воробьевой О.А. и соавт., сравни-
тельный анализ этих двух основных методов выделения про-
грессивно подвижной фракции сперматозоидов показал, что 
метод «swim-up» более эффективен при селекции клеток с 
нормальным хроматином, чем градиент плотности [39]. Более 
того, после обработки в градиенте «puresperm» в некоторых 
случаях ДНК-индекс фрагментации (ИФ) повышался [40]. 
Средний ИФ в эякуляте составлял 12%, а после применения 
«swim-up» — 5,5% [40, 41].

О.А. Воробьева и О.А. Леонтьева [12, 39] считают, что 
наиболее эффективным для выделения из нативного эякулята 
фракции прогрессивно подвижных форм сперматозоидов и 
при селекции клеток с нормальной структурой хроматина яв-
ляется комбинированный метод, суть которого заключается 
в последовательном применении центрифугирования в изо-
тоническом 90% перколле и дальнейшего всплытия сперма-
тозоидов из полученного осадка. Эта модификация позволя-
ет сочетать преимущества обеих методик [31]. В частности, 
было показано, что при этом эффективно повышается доля 
сперматозоидов с нормальной структурой хроматина [42]. 
Применение комбинированного метода выделения прогрес-
сивно подвижной фракции позволяет получить популяцию 
сперматозоидов со значительно лучшими морфологически-
ми характеристиками по сравнению с нативным эякулятом 
как при нормо-, так и при патоспермии [12].

Немаловажным при выделении сперматозоидов из натив-
ного эякулята для селекции клеток с целью дальнейшего их 
использования в программах ВРТ является контроль конта-
минации.

Кроме основных компонентов — семенной жидкости 
(спермоплазмы) и сперматозоидов, эякулят содержит так-
же иммунные и эпителиальные клетки, клеточный дебрис и 
имеет собственную микрофлору, содержит бактерии. Может 
иметь место и вирусное обсеменение. Каждый из этих ком-
понентов оказывает значительное влияние на выживаемость 
и оплодотворяющую способность сперматозоидов [25, 43—
46]. Поэтому использование методов «swim-up» и фракцио-
нирования в градиенте плотности иногда необходимо при об-
работке контаминированных вирусами эякулятов.

Бактерии в приготовленных образцах спермы могут кон-
таминировать среду, используемую в программах ЭКО для 
культивирования эмбрионов. Наличие бактерий в эякуляте 

при их адгезии на поверхности сперматозоидов [47] может 
оказывать прямое влияние на фертильные свойства послед-
них через угнетение их подвижности, преждевременное ин-
дуцирование акросомной реакции и изменение морфологии 
[25, 48].

Более того, бактериальная микрофлора может проявлять 
непрямое воздействие, продуцируя эндотоксины. Факторы 
патогенности и отдельные структурные компоненты бакте-
риальной клетки могут повреждать нуклеарный хроматин в 
сперматозоидах, влиять на оплодотворяющую способность и 
вызывать апоптоз сперматозоидов [25, 49]. Даже несмотря на 
высокий процент оплодотворения ооцитов в культурах, ин-
фицированных некоторыми микроорганизмами, эмбрионы 
не способны развиваться в них до стадии бластоцисты.

Поэтому очень важным с точки зрения защиты гамет от 
повреждения и предупреждения аллергических реакций у 
пациентов и медицинского персонала является контроль бак-
териальной контаминации в обработанных образцах спермы 
без использования антибиотиков, так как некоторые из них 
могут быть токсичны для спермы.

Сочетание пенициллина и стрептомицина может быть ис-
пользовано в средах для сперматозоидов, но пенициллин g 
разрушается в культуральной среде на 50% в течение 24 ч при 
37°С [50]. Таким образом, предпочтительнее использовать та-
кую технологию приготовления спермы для удаления бактери-
альной микрофлоры, которая позволяет избежать добавления 
антибиотиков в среду для отмывки сперматозоидов.

Способность градиента puresperm удалять вирусы — на-
пример, вирус иммунодефицита человека (ВИЧ) или вирус 
гепатита С — имеет важное значение для предложения ВРТ 
супружеским парам, в которых муж инфицирован [21, 51, 52].

Применение градиента puresperm в сочетании с методом 
«swim-up» при выделении сперматозоидов для ВРТ способ-
но снижать вирусную контаминацию ниже уровня детекции 
[53, 54, 55] и является безопасной альтернативой для зачатия 
ребенка у супружеских пар, в которых муж серопозитивен 
по ВИЧ [51].

В то же время отделение всех вирусов от популяции 
сперматозоидов может быть невозможным. Так, например, 
с помощью полимеразной цепной реакции удалось иденти-
фицировать ДНК вируса папилломы человека в спермато-
зоидах после обработки в градиенте перколла, т.е. спермато-
зоиды могут служить в качестве векторов для определенных 
вирусов [56]. Однако некоторые авторы считают, что вирус 
папилломы человека может удаляться градиентом плотности 
puresperm [57].

Заключение. Анализируя данные разных исследований, 
проведенных как в России, так и за рубежом, можно заклю-
чить, что до настоящего времени не сложилось единого мне-
ния, какой метод лучше использовать для выделения спер-
матозоидов из нативного эякулята. Выбор метода зависит от 
того, проводится выделение половых клеток для исследова-
тельских целей или для клинического использования, а так-
же от характеристик эякулята и правил, предусмотренных в 
конкретной лаборатории.
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