
КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА, № 4, 2015

52

(рис. 2–4). В контрольной группе практически здоровых лиц 
и у больных cd23-позитивной лимфомой мантийной зоны 
данная зависимость отсутствовала.

Выводы. 1. Использование сочетания маркеров cd35/
cd21 в диагностической панели цитофлюориметрического 
анализа b-ЛПЗ позволяет не только получить дополнитель-
ную информацию об иммунологической характеристике 
опухолевых клеток, но и рассматривать экспрессию данных 
антигенов как дифференциально-диагностический признак.

2. Установлена прямая корреляционная зависимость 
плотности экспрессии антигенов cd21 и cd200 у больных 
b-ХЛЛ.

3. Более низкая частота экспрессии маркера cd35 и на-
личие экспрессии антигена cd200 при атипичной cd23-
позитивной ЛКЗМ по сравнению с таковыми у больных 
cd23-отрицательной ЛКЗМ указывают на необходимость 
дальнейшего изучения патогенеза данной лимфомы.
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Исследование уровня фрагментации ДНК сперматозоидов методом проточной цитометрии для оценки мужской фертиль-
ности все чаще начинает применяться в клинической диагностике, однако создание оптимального протокола хранения и 
подготовки сперматозоидов для анализа до сих пор находится на стадии экспериментальной разработки. Цель исследования 
– изучить влияние различных условий подготовки эякулята для адекватной оценки индекса фрагментации ДНК (ИФД) сперма-
тозоидов методом SCSA (sperm chromatin structure assay). У 20 пациентов Красноярского центра репродуктивной медицины 
оценивали ИФД методом SCSA в свежем нативном эякуляте и после хранения сперматозоидов при различной температуре 
(37, 25, 4 oC) и длительности (1–2 и 1–3 сут) и условий хранения (при -20 или -70 oC) замороженных сперматозоидов (в виде 
нативного эякулята или в TNE-буфере), Показано, что ИФД существенно не меняется в эякуляте, хранившемся при 4 oC в 
течение 48 ч. При хранении эякулята при (25 или 37 oC ИФД значительно увеличивается уже после 1-х суток, а инкубация эя-
кулята при 37 oC приводит к повышению ИФД уже после 1-го часа. Выявлены индивидуальные различия по степени увеличения 
ИФД под воздействием изучаемых температур инкубации эякулята. Хранение сперматозоидов при температуре 20 или 70oC 
в нативном эякуляте либо в TNE-буфере не влияло на ИФД при измерении в течении 1–2 ч. Таким образом, хранение и транс-
портировка нативного эякулята при 4oC в течение от 1 до 2 сут или в замороженном виде при температуре -20 или -70 oC 
могут быть рекомендованы для адекватной оценки уровня фрагментации ДНК сперматозоидов.
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The analysis of fragmentation of DNA of spermatozoons using technique of flow cytometry to evaluate male fertility more and 
more often begins to be applied in clinical diagnostic. However, development of optimal protocol of storage and preparation of 
spermatozoons for analysis still is at the stage of experimental elaboration. The study was carried out to analyze effect of different 
conditions of preparation of ejaculate for adequate evaluation of index of fragmentation of DNA of spermatozoons using sperm 
chromatin structure assay technique. The sampling consisted of 20 patients of the Krasnoyarsk center of reproductive medicine. 
The sperm chromatin structure assay technique was applied to evaluate index of fragmentation of DNA of spermatozoons in fresh 
native ejaculate and after storage of spermatozoons under different temperature (37, 25 and 4 0 C) and duration (1-2 and 1-3 
days) and conditions of storage (-20 or -70 0C) of frozen spermatozoons (as native ejaculate or in TNE-buffer). It is demonstrated 
that index of fragmentation of DNA of spermatozoons has no significant alterations in ejaculate stored under 4 0C during 48 
hours. In case of storage of ejaculate under 25 or 37 0C index of fragmentation of DNA of spermatozoons significantly increases 
already after first day of storage. The incubation of ejaculate under 37 0C results in increasing of index of fragmentation of DNA 
of spermatozoons already after first hour. The individual differences are established related to degree of increasing of index 
of fragmentation of DNA of spermatozoons because of impact of studied temperatures of ejaculate incubation. The storage of 
spermatozoons under temperature of -20 and -70 0C in native ejaculate or in TNE-buffer has no effect of index of fragmentation 
of DNA of spermatozoons with measurement during 1-2 hours. Therefore, storage and transportation of native ejaculate under 4 
0C during 1-2 days or in frozen condition under temperature of -20 0C or -70 0C can be recommended for adequate evaluation of 
level of fragmentation of DNA of spermatozoons.

K e y w o r d s :  fragmentation of DNA of spermatozoons; male fertility; storage of ejaculate.

Исследование уровня фрагментации ДНК сперматозоидов 
– это новый метод оценки качества мужских половых клеток. 
Стандартное исследование эякулята направлено преимуще-
ственно на диагностику мужского фактора бесплодия, в то 
время как анализ фрагментации ДНК имеет дополнительное 
прогностическое значение для развития эмбриона.

Фрагментация ДНК – нарушение физической целостно-
сти молекулы ДНК в виде разрыва одной или обеих поли-
нуклеотидных цепей [1]. Результаты многих исследований 
демонстрируют ассоциацию между высоким уровнем фраг-
ментации ДНК сперматозоидов и сниженной фертильно-
стью, а также эффективностью программ вспомогательных 
репродуктивных технологий (ВРТ) и повышением риска 
спонтанного прерывания беременности [2, 3].

В настоящее время разработано несколько подходов для 
оценки уровня фрагментации ДНК в сперматозоидах. Метод 
scsa (sperm chromatin structure assay), разработанный d. 
evenson [4], основан на измерении количества сперматозои-
дов, связанных с красителем акридиновым оранжевым, при 
ph-индуцированной денатурации. Благодаря метахромати-
ческим свойствам акридинового оранжевого флюоресценция 
хроматина клеток становится зеленой или красной в зависи-
мости от того, с какой молекулой ДНК – одноцепочечной или 
двухцепочечной связан краситель. Благодаря использованию 
проточной цитометрии для подсчета окрашенных клеток ме-
тод имеет важные преимуществам, среди которых отметим 
возможность быстрого анализа большого количества клеток, 
автоматизированность и универсальность.

В последнее время метод scsa для оценки уровня 
фрагментации ДНК в сперматозоидах получает все боль-
шее распространение как в исследовательских целях, так 
и в клинической диагностике, однако требуется разработка 
унифицированного методического протокола и уточнения 
референсных значений индекса фрагментации ДНК (ИФД) 
сперматозоидов. При подготовке эякулята к анализу фраг-
ментации ДНК образец может подвергаться различным вре-
менным и температурным воздействиям, поэтому разработка 
оптимальных условий хранения и подготовки сперматозои-
дов для измерения ИФД является важной задачей, решение 
которой способствует получению объективных результатов. 
Так, ВОЗ для диагностических и исследовательских целей и 
проведения ВРТ рекомендовано хранение эякулята при тем-
пературе от 20 до 37 oc [5]. Однако влияние этих температур-
ных условий на уровень фрагментации ДНК сперматозоидов 
не изучено.

Целью исследования стало изучение влияния различных 
условий подготовки эякулята для оценки ИФД сперматозои-
дов методом scsa.

Материалы и методы. Исследование проводили на об-
разцах эякулята от 20 мужчин (средний возраст 33,3 ± 3 года),  
проходивших обследование в Красноярском центре репро-
дуктивной медицины с октября 2012 г. по май 2013 г. Сбор 
эякулята и определение концентрации сперматозоидов про-
водили согласно руководству ВОЗ по исследованию и об-
работке эякулята [5]. Уровень фрагментированной ДНК в 
сперматозоидах оценивали сразу после получения эякулята 
от пациента (в течение 10 мин) и после хранения спермато-
зоидов в различных условиях.

В первом эксперименте образцы нативного эякулята от 12 
пациентов (№ 1–12) инкубировали при 37 oc в течение 1 или 
2 ч (измерения были последовательными для каждого образ-
ца). Во втором эксперименте нативный эякулят от 4 мужчин 
(образцы № 13–16) инкубировали при температуре 4, 25 и  
37 oc в течение 24, 48 и 72 ч. В третьем эксперименте эяку-
лят от 4 мужчин (образцы № 17–20) замораживали и хранили 
при температуре -20 или -70 oc в виде нативного эякулята 
или в Tne-буфере (0,01 М трис; 1 мМ ЭДТА; 0,15 m nacl 
ph 7,4) в концентрации 1 млн/мл. После 1 нед хранения все 
образцы подвергали быстрому размораживанию, после чего 
измеряли ИФД. Далее образцы хранили в холодильнике при 
4 oc и ИФД измеряли спустя 1 или 2 ч (измерения были по-
следовательными для каждого образца).

Уровень фрагментации ДНК в сперматозоидах измеряли 
цитофлюориметрическим методом scsa с использованием 
красителя акридинового оранжевого [4] с модификациями 
[6]. Эякулят разводили Tne-буфером до концентрации спер-
матозоидов 1 млн/мл. К 100 мкл разведенных сперматозои-
дов добавляли 200 мкл кислотного буфера (0,1% тритон-Х-
100; 0,15 М nacl; 0,08 н hcl; ph = 1,2). По истечении 30 с  
добавляли 600 мкл раствора акридинового оранжевого  
(6 мг/л в растворе 0,2 М гидрофосфата натрия; 1 мМ na2 ЭД-
ТА; 0,15 М nacl; 1 М лимонной кислоты; ph = 6). Количество 
сперматозоидов с зеленой (500–560 нм) и красной флюорес-
ценцией (590–660 нм) определяли на проточном цитометре 
guav easy cyte (guava millipore, США). В каждом образце 
анализировали 5000 клеток; все измерения осуществляли в 
трех повторностях. ИФН рассчитывали по формуле:

ИФД = nкрас./(nкрас. + nзел.) · 100%,
где nкрас. – количество сперматозоидов с красной флюорес-
ценцией, nзел. – с зеленой.
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Согласно данным некоторых авторов, нормой принято 
считать ИФД ≤ 15%, к пограничным значениям относили 
15% > ИФД ≥ 27%, к высоким – ИФД > 27% [7].

Достоверность различий оценивали по критерию Вилкок-
сона, используя пакет компьютерных программ sTaTisTica, 
версия 6.0.

Результаты и обсуждение. Уровень фрагментации ДНК 
сперматозоидов в нативных образцах (n = 20), измеренный 
непосредственно после получения эякулята, варьировал от 
4,3 до 54,1% (в среднем 17,3 ± 2,5%). В 11 образцах ИФД был 
низким, в 2 – высоким, в 7 – пограничным.

Результаты исследования ИФД после инкубации эякулята 
при 37 oc в течение 1 и 2 ч (n = 12) представлены в табл. 1.  
После 1-го часа инкубации наблюдали повышение ИФД во 
всех исследованных образцах на 1,9–9,6% (p = 0,002). При 
этом для 3 образцов произошел сдвиг ИФД из области низких 
значений в пограничные и для 2 – из пограничных в высокие. 
После 2-го часа ИФД увеличился на 3,0–11,1% от начально-
го уровня (p = 0,004). 4 образца изначально с пограничными 
значениями ИФД перешли в группу с высокими значениями 
ИФД. После 2-часовой инкубации из 6 образцов с нормаль-
ными значениями ИФД только 2 остались в пределах нормы. 
Наши данные демонстрируют, что 1–2-часовое хранение эя-
кулята при температуре 37 oc существенно повышает ИФД 
сперматозоидов.

Для исследования более широкого диапазона темпе-
ратурных условий хранения эякулята провели инкубацию 
образцов (n = 4) при 4, 25 и 37 oc в течение 1 и 2 сут. При 
инкубации эякулята при температуре 4 oc дополнительно 
анализировали эффекты инкубации в течение 3 сут. Резуль-
таты представлены на рисунке.

Все исследуемые образцы имели низкие начальные 
значения ИФД (среднее 11,6 ± 1,4%). Инкубация спермато-
зоидов при 37 oc приводила к резкому повышению ИФД во 
всех образцах. После 24 ч инкубации ИФД повысился на 
10,4–66,1 %, причем 3 образца с нормальными исходными 
значениями перешли в категорию образцов с высокими зна-
чениями ИФД. После 48 ч инкубации ИФД был высоким во 
всех образцах (значения варьировали от 38,2 до 74%). Рез-
кое увеличение ИФД после 24 и 48 ч инкубации наблюдали 
во всех образцах, за исключением образца № 2, в котором 
произошло наиболее резкое увеличение (в 6 раз) ИФД по-
сле 1-х суток инкубации с последующим снижением на 2-е 

сутки. Таким образом, ИФД после инкубации эякулята при 
37 oc в течение суток значительно увеличивается.

При хранении эякулята при комнатной температуре 25 oc 
в течение 24 ч ИФД повысился во всех образцах на 3,6–16% 
и сместился в область пограничных и высоких значений в 3 
образцах из 4. На 2-е сутки ИФД составил от 17 до 49,8%, и, 
соответственно, все образцы с изначально нормальными зна-
чениями ИФД характеризовались пограничными или высоки-
ми значениями. В результате исследования влияния комнатной 
температуры на ИФД можно заключить, что данные условия 
способствуют росту ИФД в сперматозоидах, хотя и в меньшей 
степени по сравнению с таковым при температуре 37 oc.

Значения ИФД при инкубации эякулята при 4 oc, пред-
ставленные на рисунке, показывают, что после 24 ч инкуба-
ции уровень фрагментации повышается во всех образцах, но 
в меньшей степени, чем при инкубации при 37 и 25 oc. Из-
менение показателя составило 0,2–2%. Тем не менее образцы 
пациентов № 13 и № 14 из группы с низким ИФД (14,3 и 
13,2%) перешли в группу с пограничными значениями ИФД 
(15,7 и 15,2%). После 48-часовой инкубации зафиксировали 
увеличение ИФД во всех образцах на 1,8–3,2% от начального 
уровня, однако ИФД для всех образцов остался в тех же пре-
делах, что и после 1-х суток инкубации. После 72-часовой 
инкубации ИФД также увеличился на 2,4–5,8%, за исключе-
нием 1 образца. После 3-х суток 3 образца из 4 попали в об-
ласть так называемой серой зоны (пограничные значения). 
Таким образом, инкубация эякулята при 4 oc по сравнению с 
таковой при других исследованных температурных условиях 

Изменения (в %) ИФД сперматозоидов при хранении эякуля-
та от 1 до 3 сут при температуре 4, 25 и 37oc.
По горизонтали – время инкубации (в сут).

Т а б л и ц а  1
Уровень фрагментации ДНК в сперматозоидах после инкубации 
нативного эякулята при температуре 37oc в течение 1 или 2 ч

Номер образца ИФД, %

До инкубации Через 1 час Через 2 часа

1-й 33,4 39,3 44,5
2-й 25,3 32,8 33,8
3-й 23,3 28,9 31,0
4-й 23,2 24,9 29,2
5-й 21,8 24,5 29,9
6-й 17,4 21,7 21,9
7-й 11,5 13,3 14,5
8-й 10,5 20,1 20,6
9-й 10,5 15,9 17,3
10-й 10,2 15,9 15,4
11-й 9,6 11,5 14,9
12-й 4,3 6,5 7,5

П р и м е ч а н и е . Серой заливкой обозначены значения ИФД, 
относящиеся к категории высоких.

Т а б л и ц а  2
Уровень фрагментации ДНК в сперматозоидах после хранения 
эякулята при -20 или -70 oc в течение 7 сут

Показатель Номер 
образца

ИФД, %

до замора-
живания

после замораживания -20 oc/-70 oc

сразу через 1 ч через 2 ч

Нативный 
эякулят

17 8,2 8,1/8,1 7,5/8,4 8,8/7,2
18 16,2 14,7/14,0 15,4/15,8 19,9/19,7
19 19,1 20,1/18,8 19,2/18,2 21,9/19,1
20 54,2 51,4/53,6 60,8/49,6 57,8/61,2

Сперма-
тозоиды в 
Tne-буфере

17 8,2 7,6/7,4 7,3/7,3 7,2/7,4
18 16,2 18,3/14,4 20,4/14,7 20,8/17,6
19 19,1 19,8/20,7 21,4/18,8 19,8/20,7
20 54,2 53,9/53,2 52,3/52,1 63,7/59,6
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подтверждения предлагаемых нормативных значений ИФД, 
которые различаются у разных авторов [9, 10].

Несмотря на большое количество исследований, посвя-
щенных анализу уровня фрагментации ДНК в сперматозои-
дах человека и роли этого параметра в оценке мужской фер-
тильности и результативности ВРТ, работ, посвященных вну-
три- и межиндивидуальному варьированию этого показателя 
и влиянию лабораторных факторов на ИФД не очень много. 
По нашим данным, помещение образца эякулята в условия 
37 oc имеет крайне негативные последствия для целостности 
ДНК в сперматозоидах, что важно не только для лаборатор-
ного анализа ИФД, но и для исхода программы ЭКО, что опи-
сано многими авторами [1–14].

Заключение. Полученные данные демонстрируют, что 
хранение и транспортировка нативного эякулята при 4 oc в 
течение от 1 до 2 сут или в замороженном виде при темпе-
ратуре -20 или -70 oc могут быть рекомендованы в клиниче-
ской диагностике для адекватной оценки фрагментации ДНК 
сперматозоидов.
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приводит к наименьшему отклонению ИФД от начального, 
особенно во временном интервале 1–2 сут.

В третьем эксперименте мы анализировали ИФД после 
хренения сперматозоидов в замороженном виде при -20 или 
-70 oc как в нативном эякуляте, так и в Tne-буфере (табл. 2). 
Отметим, что 1 образец характеризовался высоким началь-
ным значением ИФД, 2 образца – пограничными, а остав-
шийся – низким. Сразу после размораживания сперматозои-
дов ИФД либо не изменялся, либо незначительно повышался 
как в нативном эякуляте, так и в буфере независимо от темпе-
ратуры хранения. Максимальное повышение ИФД составило 
2,1%. Спустя 1 или 2 ч после размораживания сперматозои-
дов ИФД повышался незначительно при условии их помеще-
ния в холодильник (4 oc).

Хранение сперматозоидов в виде нативного эякулята или 
в Tne-буфере при -20 или -70 oc также не вносило суще-
ственных различий в исследуемый параметр. Значения ИФД 
в рамках этого эксперимента демонстрируют, что ИФД для 
каждого конкретного образца остался в пределах исходных.

В результате проведенных исследований обнаружили, 
что температура 37 oc оказывает наиболее неблагоприятное 
влияние на ИФД сперматозоидов человека, что проявляет-
ся уже через 1 ч и выражается в существенном повышении 
ИФД. Таким образом, анализ уровня фрагментации ДНК 
сперматозоидов, проведенный в таких условиях, может дать 
ошибочные, а именно ложноположительные результаты. Ре-
комендованный ВОЗ порядок работы с эякулятом при 37 oc 
для проведения стандартного спермиологического анализа 
[5] неприемлем для анализа уровня фрагментации ДНК, так 
как может исказить данный показатель. Из представленных 
нами данных можно заключить, что если эякулят был остав-
лен при температуре 25 или 37 oc более чем на 1 сут, образцы 
можно считать не пригодными для измерения уровня фраг-
ментации ДНК в сперматозоидах.

Исходя из полученных данных, лучшими условиями для 
адекватной оценки уровня фрагментации ДНК в сперматозо-
идах можно рекомендовать хранение эякулята при 4 oc дли-
тельностью не более 2 сут либо хранение в замороженном 
виде при температуре -20 или -70 oc с последующим измере-
нием ИФД в течение 1 ч после размораживания. В условиях 
работы спермиологической лаборатории для оценки ИФД 
сперматозоидов предлагается использовать аликвоты эякуля-
та. Кроме того, при транспортировке образцов эякулята мо-
гут применяться охлаждение до 4 oc или заморозка.

Результаты анализа полученных данных показывают, что 
для разных пациентов наблюдается изменчивость в степени 
увеличения ИФД при хранении эякулята, причем на основа-
нии наших данных не представляется возможным вывести 
какой-либо поправочный коэффициент к ИФД, если не со-
блюдаются рекомендованные условия хранения. Степень 
изменения уровня ИФД носит индивидуальный характер, ее 
невозможно прогнозировать исходя из начального значения. 
Наши данные согласуются с результатами, полученными 
другими авторами [8], которые показали, что образцы спер-
мы от разных пациентов демонстрируют различную степень 
изменения уровня фрагментации ДНК. При хранении эяку-
лята вне холодильника существует высокая вероятность то-
го, что в любом образце эякулята, даже с низким значением 
ИФД, около 50% сперматозоидов будут содержать повреж-
денную ДНК [8]. Межлабораторные сравнения ИФД затруд-
нительны, поскольку нет единых требований к обеспечению 
пробоподготовки. Варьирование преаналитического этапа от 
лаборатории к лаборатории делает показатели ИФД несопо-
ставимыми.

Следует учитывать, что при соблюдении оптимальных 
условий хранения возможно незначительное повышение 
ИФД, и пограничные значения, вероятно, следует интерпре-
тировать как вариант нормы. В то же время для адекватной 
интерпретации пограничных значений ИФД (так называемой 
(серой зоны) необходимы дополнительные исследования. 
Возможно, дополнительные исследования требуются для 
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