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ДНКаза I является наиболее изученной среди других ДНКаз. Сравнительные исследования показали, что ДНКаза I из 
разных биологических жидкостей обладает сходными свойствами. В данном исследовании представлены результаты 
определения концентрации ДНКазы I семенной жидкости условно здоровых мужчин методом иммуноферментного ана-
лиза. Показана адаптация тест-системы DNase ELISA Kit для определения в семенной жидкости с использованием двух 
способов вычисления конечных результатов.
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Введение. семенная жидкость (сперма) является много-
компонентным продуктом мужской половой системы. состав 
спермы представлен совокупностью сперматозоидов, секре-
тов добавочных желез мужской половой системы и клеток, 
не относящихся к половым [1]. Одним из известных, но мало 
изученных ферментов семенной жидкости является ДНКаза. 
До недавнего времени биологическая роль данного фермен-
та в семенной жидкости рассматривалась исключительно с 
точки зрения устранения ДНК патогенов, а также собствен-
ного поврежденного генетического материала, который об-
разуется от несостоятельных сперматозоидов. В настоящее 
время имеются данные об обнаружении в семенной жидко-
сти следующих ДНКаз: ДНКаза i человека, ДНКаза ii, фос-
фодиэстераза i (оптимум ph 9,0–10,0). О наличии в семенной 
жидкости таких ДНКаз, как ДНКаза γ, ДНКаза dff40, эн-
донуклеаза g, нет убедительных сведений. ДНКаза i явля-
ется наиболее изученным ферментом среди других ДНКаз. 
с момента открытия ДНКазы i предпринимались попытки 
использовать ее в диагностике и лечении различных заболе-
ваний [2]. Все подходы в диагностике, как правило, своди-
лись к изучению ДНКазной активности в основном крови. 
В настоящее время коммерческие тест-системы для опреде-
ления ДНКазной активности методом иммуноферментного 
анализа (ИФА) разработаны для работы с сывороткой кро-
ви. Методы, позволяющие определять активность данного 
фермента в других биологических жидкостях, более трудо-
емкие и требуют специального оборудования, например пу-
тем электрофореза. сравнительные испытания ДНКазы i из 
разных органов и биологических жидкостей показали, что 
данный фермент обладает сходными физико-химическими и 

каталитическими свойствами. Для ДНКазы i характерен ней-
тральный ph-оптимум. В семенной жидкости ph колеблется 
от 7,2 до 8,0, во влагалище нормальная микрофлора обуслов-
ливает кислую среду: ph 4,0–4,5. сдвиг кислотности влага-
лища фиксируется при различных патологических состояни-
ях в связи со сдвигом соотношения нормальная микрофлора/
условно-патогенные микроорганизмы. При бактериальном 
вагинозе происходит защелачивание среды, увеличивается 
содержание внеклеточных сетей, образуемых нейтрофилами 
женского репродуктивного тракта [2]. Хроматиновые обра-
зования, вероятно, препятствуют прохождению спермато-
зоидов к месту оплодотворения. В данных условиях ДНКаза 
i проявляет активность. Нам представлялось интересным 
определить концентрацию ДНКазы i в семенной жидкости 
методом ИФА. 

Материалы и методы. Для осуществления поставленной 
цели было обследовано 150 условно здоровых мужчин в воз-
расте от 18 до 36 лет. спермограмма включала стандартные 
показатели согласно рекомендациям ВОЗ [3]. Отсутствие ин-
фекций половых путей подтверждалось методом ПЦР в ре-
альном времени. После проведенных исследований исключе-
ны лица с азооспермией и инфекциями половых путей. Таким 
образом, обследуемую группу составили 68 человек. Образ-
цы семенной жидкости замораживали при -4oc. Далее про-
водилось оттаивание и определение концентрации ДНКазы i.  
Используемая тест-система dnase elisA kit основана на 
сэндвич-методе твердофазного ИФА с применением перокси-
дазы хрена в качестве индикаторного фермента. Исследова-
ние проводилось по методике, приложенной к тест-системе. 
Оптическая плотность каждой лунки планшета измерялась 
на автоматическом ИФА-анализаторе personal lAb при дли-
не волны 450 нм. Учет результатов проводился по данным 
4-параметрической калибровочной кривой. В ходе статисти-
ческой обработки полученных данных использовали методы 
описательной статистики. Для количественных показателей 
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рассчитывали: средние значения, 95% доверительный интер-
вал для среднего (95% ДИ) [4]. Расчет 95% ДИ проводили с 
помощью процедуры бутстрепа (n = 9999). Расчеты и графи-
ческие построения выполнены в программах statistica (ver-
sion 8.0; statsoft inc.), pAst (version 2.17c) [5].

Результаты и обсуждение. Проведена оценка показателей 
спермограммы у обследуемых мужчин. Исследование эяку- 
лята включало изучение как макроскопических параметров 
или оценку физико-химических свойств эякулята, так и ми-
кроскопических параметров. согласно полученным данным, 
средние значения следующих показателей спермограммы со-
ответствуют нормативным: объем, вязкость, ph, количество 
сперматозоидов в 1 мл, общее количество сперматозоидов, 
показатели, относящиеся к подвижности половых клеток, 
жизнеспособность сперматозоидов, количество морфологи-
чески нормальных сперматозоидов и доля сперматозоидов с 
дефектами. Данные спермограммы представлены в табл. 1.

Полученные значения оптической плотности соответ-
ствовали проценту снижения концентрации ДНКазы, со-
гласно инструкции производителя [6]. Поскольку данная 

величина трудна для интерпретации результатов, необходи-
мо перевести полученные данные в «понятный» показатель 
– концентрация фермента. В инструкции имеется ряд значе-
ний, по которым можно рассчитать концентрацию недостаю-
щих значений методом интерполяции. Расчет концентраций 
провели двумя способами. Первый способ заключался в по-
строении графика по заданным в инструкции эксперимен-
тальным значениям с помощью алгоритма point to point, где 
по оси абсцисс выставили собственные результаты – про-
цент снижения активности, по оси ординат получали значе-
ния концентрации mkuu/m. Далее проводился перевод в нг/
мл путем деления полученных значений на 4. Затем по по-
лученным значениям построили гистограмму, изображение 
указывает на ненормальный характер распределения полу-
ченных значений. Наблюдается резкий ограничитель после 
концентрации 4,775 нг/мл, что может указывать на внешний 
ограничитель, например полученный при обработке данных 
(рис. 1).

Второй способ расчета концентрации проводился путем 
аппроксимации [7]. По имеющимся в инструкции “типич-
ным значениям для инактивированной сыворотки, провзаи-
модействовавшей с ДНКазой i” был построен график.

Точечный график дал ветвь гиперболы. Приближающую 
функцию искали в виде: F (x,a,b) = a/x+b. Для выбора данной 
функции в качестве искомой выполнено условие в удовлетво-
рении данного соотношения:

y(2x1xn /(x1+xn)) – (y (x1)+y (xn))/2 = 0.
Получены недостающие значения, переведены в единицы 

измерения нанограмм на 1 мл (нг/мл) и построена аналогич-
ным способом гистограмма (рис. 2).

Данное распределение не является нормальным, но его 
вид более характерен для биологических данных. 

Полученные величины концентрации ДНКазы i с исполь-
зованием обоих способов расчета представлены в табл. 2.

Поскольку нормативных данных о концентрации изучае-
мого фермента в семенной жидкости нет, опираясь на полу-
ченные данные, мы искусственно разделили по концентра-
циям выборку на две группы: первая – с низкими значения-
ми (соответствуют значениям, расположенным ниже 25-й 
квартили), вторая – со средними значениями (от 25-й до 75-й 
квартили). Характер распределений дает возможность пред-
положить, что значения выше 75-й квартили не несут каче-
ственно новых различий в выборке.

Заключение. Успешное оплодотворение реализуется бла-
годаря многофакторному взаимодействию различных компо-
нентов как репродуктивной, так и иммунной системы. Ней-
трофильные гранулоциты являются основными клетками 
врожденного иммунитета. Нейтрофилы активно мигрируют в 
женский репродуктивный тракт после осеменения, что пред-
ставляет собой классическую воспалительную реакцию, и 
играют ключевую роль в удалении избытка сперматозоидов, 
в основном с помощью фагоцитоза [8–10]. Микроорганизмы, 

Т а б л и ц а  1
Данные описательной статистики количественных показателей 
семенной жидкости (n = 68)

Параметр спермограммы Нормативное 
значение

Полученный 
результат, М±m

Объем, мл 2–6 3,78±1,877
Вязкость, см < 2 0,8±1,24
ph 7,2–8,0 7,67±0,293
Количество сперматозоидов в  
1 мл, ·106

> 20 (15) 45,2±31,52

Общее количество сперматозои-
дов, · 106

> 40 (39) 158,7±121,98

сперматозоиды с прогрессивным 
движением, %

> 25 (32) 30,6±19,24

сперматозоиды с непрогрессив-
ным движением, %

< 50 24,5±9,50

Неподвижные сперматозоиды, % < 50 (60) 44,9±20,93
Жизнеспособные сперматозоиды, % > 50 (58) 92,2±8,78
Лейкоциты в 1 мл, · 106, млн/мл < 1 1,7±1,47
Нормальные сперматозоиды, % > 50 58,4±12,47
Дефекты головки, % 16,0±8,10
Дефекты шейки, % 11,9±5,96
Дефекты хвостика, % 11,6±6,86

Рис. 1. Распределение значений концентрации ДНКазы i, по-
лученных с помощью алгоритма point to point.

Рис. 2. Распределение значений концентрации ДНКазы i, по-
лученных с использованием аппроксимации.
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попавшие извне, транспортируются с эякулятом во влага-
лище или непосредственно в матку. Чтобы сохранить бла-
гоприятные условия для имплантации, эти потенциальные 
патогены должны быть успешно устранены. Взаимодействие 
между нейтрофилами и семенной жидкостью изучалось до 
настоящего времени на крупных домашних животных. се-
менная плазма быков снижает возможность выделенных 
нейтрофилов фагоцитировать сперматозоиды быков [8].  
В семенной плазме лошади содержатся факторы, снижающие 
связывание нейтрофилов со сперматозоидами in vitro [11], 
тем самым позволяя большему числу здоровых подвижных 
сперматозоидов достичь маточной трубы. Агрегаты, обра-
зуемые нейтрофилами и сперматозоидами, разрушаются под 
действием семенной плазмы. Когда выяснилось, что нейтро-
филы способны продуцировать внеклеточные сети, данный 
вопрос вновь заинтересовал исследователей [12]. сведения 
о ДНКазах семенной жидкости до настоящего времени оста-
ются фрагментарными. Определение концентрации ДНКазы 
семенной жидкости дает новый подход к изучению процес-
сов сопровождающих оплодотворение.
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Т а б л и ц а  2
Данные описательной статистики и полученных значений кон-
центрации Днказы I семенной жидкости (нг/мл, n = 68)

статистические параметры Метод  
аппроксимации

Алгоритм  
point-to-point

среднее 5,781 4,139
Минимум 2,166 0,650
Максимум 9,083 4,775
стандартное отклонение 1,831 0,969
стандартная ошибка 0,222 0,118
Медиана 5,894 4,475
25 квартиль 4,409 4,125
75 квартиль 7,377 4,675


