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Одной из причин спонтанного прерывания беременности, бесплодия, рождения детей с нарушениями и пороками разви-
тия являются хромосомные аномалии (ХА), а также спонтанные анеуплоидии в гаметах у фенотипически нормальных 
родителей. Зачастую супружеские пары c репродуктивными проблемами, а также супруги, один из которых является 
носителем ХА, прибегают к использованию программ вспомогательных репродуктивных технологий (ВРТ) для преим-
плантационной оценки хромосомного статуса зигот. Зачастую для оценки уровня спонтанной анеуплоидии в рамках 
программ ВРТ проводят исследование родительских гамет. Как правило, наиболее доступным для анализа материалом 
являются клетки эякулята. Для исследования полученных из эякулята препаратов гамет мужчин, используют метод 
флуоресцентной in situ гибридизации (FISH). Однако такой FISH-анализ сопряжен с рядом ограничений и трудностей из-
за особенностей строения головки сперматозоидов, а именно сверхконденсированного состояния хроматина хромосом. 
Для повышения качества анализа и эффективности гибридизации необходимо проводить предгибридизационную обра-
ботку препаратов. С целью оптимизации протокола FISH были использованы пять различных протоколов предгибриди-
зационной обработки препаратов эякулята, полученного от девяти фенотипически нормальных мужчин. В результате 
проведенного сравнительного анализа эффективности гибридизации показано, что наиболее эффективным для по-
следующего молекулярно-цитогенетического исследования является протокол с использованием трис(2-карбоксиэтил)
фосфингидрохлорида (TCEP) в качестве деконденсирующего агента. Разработанный гибридный протокол, сочетающий 
протеолитическую предобработку, длительное инкубирование в растворе 2xSSC, TCEP и тепловую деконденсацию мо-
жет быть использован в случаях, когда другие протоколы предгибридизационной обработки препаратов эякулята не 
эффективны.
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One of the causes of spontaneous pregnancy termination, infertility, and birth of children with development delay and malformations 
are chromosomal abnormalities (CA) as well as spontaneous aneuploidies in gametes of phenotypically normal parents. Often 
couples with reproductive problems, as well as spouses one of whom is a carrier of CA, turn to the programs of assisted 
reproductive technologies (ART) for preimplantation evaluation of the zygote chromosomal status. As part of ART programs, 
parental gametes are examined to assess the level of spontaneous aneuploidy. As a rule, the most accessible material for analysis 
is the ejaculate. Fluorescent in situ hybridization (FISH) is used to examine male gametes obtained from the ejaculate. However, 
this FISH-analysis has a number of limitations and difficulties because of the peculiarities of the sperm head structure, namely 
the supercondensed state of chromosome chromatin.  In order to optimize the FISH protocol, five different protocols were used 
for pre-hybridization processing of ejaculate samples obtained from nine phenotypically normal men. A comparative analysis of 
hybridization efficiency showed that the protocol using tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride (TCEP) as a decondensation 
agent was the most effective for subsequent molecular cytogenetic studies. The developed hybrid protocol combining proteolytic 
pretreatment, TCEP and thermal decondensation can be used when other protocols for pre-hybridization treatment of ejaculate 
preparations are not effective.
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Введение. Нарушение фертильности является гло-
бальной проблемой, которая затрагивает около 15% 
супружеских пар и, согласно статистике, примерно в 
50% случаев причиной бесплодия является нарушение 
фертильности у мужчин [1-3]. Снижение мужской фер-
тильности может быть результатом врожденных и при-
обретенных аномалий мочеполовой системы, инфек-
ций, повышенной температуры мошонки, эндокрин-
ных нарушений, иммунологических и генетических 
факторов [1, 4]. Генетическими причинами бесплодия 
и репродуктивных проблем являются сбалансирован-
ные ХА, а также спонтанные анеуплоидии в гаметах, 
возникшие de novo [5, 6]. Анеуплоидии, т.е. наруше-
ние числа отдельных хромосом в виде наличия допол-
нительной гомологичной хромосомы (трисомия) или 
отсутствия одной из гомологичных хромосом (моно-
сомия), являются наиболее частыми ХА у доимплан-
тационных эмбрионов [7, 8]. Основными механизмами 
формирования клеток с анеуплоидией является хромо-
сомное нерасхождение или анафазное отставание хро-
мосом в родительском мейозе [8 – 10]. Возникновение 
одной из этих ошибок в гаметах родителей может при-
вести к формированию зиготы как с моносомией, так 
и с трисомией, что, в свою очередь, может привести к 
спонтанному прерыванию беременности или к рожде-
нию ребёнка с хромосомной патологией. Вероятность 
возникновения гамет с хромосомным дисбалансом 
увеличивается также в случае родительского носитель-
ства сбалансированных ХА [11]. Кроме того, показано, 
что при носительстве ХА наблюдается так называемый 
межхромосомный эффект, т.е. повышенный уровень 
спонтанной анеуплоидии по хромосомам, не вовле-
ченным в ХА, что определяет важность и целесообраз-
ность проведения молекулярно-цитогенетического ис-
следования гамет при использовании программ ВРТ у 
пациентов с бесплодием и/или репродуктивными про-
блемами [12, 13].

В 40-60% случаев снижения мужской фертильно-
сти единственным этиологическим фактором являют-
ся аномалии морфологии сперматозоидов и качество 
спермы: олигозооспермия, астенозооспермия и тера-
тозооспермия. Обычно эти аномалии объединяются 
и описываются как ОАТ-синдром (олигоастенотера-
тозооспермия). При этом известно, что у пациентов 
c нарушениями сперматогенеза достоверно значимо 
повышаются средние значения частоты анеуплоидии 
в сперматозоидах в сравнении с мужчинами с нор-
мальными показателями спермограммы [14–16]. Так, 
например, у пациентов с олигозооспермией отмечает-
ся статистически значимое повышение доли клеток 

с анеуплоидией по хромосоме 21, составляющей в 
среднем 1,3%, а также повышение уровня дисомии по 
половым хромосомам – в среднем 1,4% в сравнении 
с 0,8% и 0,6%, соответственно, у пациентов с нормо-
спермией [14]. 

Для оценки частоты возникновения аномальных 
клеток, как правило, используют метод флуоресцент-
ной in situ гибридизации (FISH) [17-19]. Это исследо-
вание показано мужчинам с носительством структур-
ных хромосомных перестроек и мужчинам, у которых 
в браке регистрировались повторные случаи невына-
шивания беременности у супруги [1,20]. FISH-анализ 
позволяет получать не только достоверные значения 
частот встречаемости гамет с различными варианта-
ми патологической мейотической сегрегации ХА, но 
и позволяет оценить уровень спонтанной анеупло-
идии у носителя хромосомной перестройки. Приме-
нение этого молекулярно-цитогенетического метода 
исследования сделало возможным анализ большого 
количества клеток и проведение гибридизации на 
любых свежеприготовленных препаратах спермато-
зоидов. Однако, несмотря на перечисленные достоин-
ства FISH-метода, были обнаружены и некоторые его 
ограничения. Так, на достоверность получаемых ре-
зультатов анализа влияет степень эффективности ги-
бридизации. Максимальная, близкая к 100%, эффек-
тивность гибридизации достигается при оптимальной 
подготовке препаратов сперматозоидов к проведению 
FISH, позволяющей ДНК-зонду комплементарно вза-
имодействовать с ДНК-мишени. В течение спермато-
генеза замещение гистонов протаминами приводит 
к сверхконденсации хроматина [21]. Хроматин спер-
матозоидов локализован в ядре, которое занимает 
большую часть головки, при этом он примерно в 10 
раз превышает плотность хроматина соматических 
клеток, что может существенно повлиять на проведе-
ние FISH-исследования [22-25]. Качество анализа и 
эффективность гибридизации в труднопроницаемом, 
сверхплотно конденсированном хроматине головок 
сперматозоидов значительно повышается за счет об-
работки препарата эякулята различными реагентами, 
которые позволяют ремоделировать хроматин, обе-
спечивая возможность проникновения ДНК-зонда к 
ДНК-мишени, сохраняя при этом важные морфоло-
гические особенности клеток. Ремоделирование ядер 
сперматозоидов подразумевает восстановление дис-
ульфидных связей (S-S) и замещения протаминов ги-
стонами [26, 27].

Широкое распространение получила предвари-
тельная обработка препаратов сперматозоидов с ис-
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пользованием окислительно-восстановительного 
агента дитиотреитола (ДТТ), который восстанавли-
вает дисульфидные связи в ядрах сперматозоидов, 
что приводит к искусственной деконденсации in vitro 
сперматозоидов млекопитающих [28-30]. Однако при-
менение этого реагента в качестве деконденсанта хро-
матина сопряжено с определёнными трудностями и 
ограничениями. Оптимизация протокола деконденса-
ции хроматина сперматозоидов является первоочеред-
ной задачей в исследовании мейотической сегрегации 
хромосом в сперматогенезе.

Материал и методы. Было проведено молекулярно-
цитогенетическое исследование препаратов из эякулята 
9 фенотипически нормальных мужчин. FISH проводили 
с использованием локус-специфичных ДНК зондов на 
хромосомы 13 и 21 – PN 13(13q14) / 21(21q22), мече-
ных флуорохромами SpectrumGreen и SpectrumOrange, 
соответственно, по протоколу производителя (Kreatech, 
Нидерланды). В каждом случае было проанализировано 
не менее 3000 клеток. Анализ осуществляли на эпифлу-
оресцентном микроскопе «AxioImager M.1» (CarlZeiss, 
Германия) c соответствующим набором светофильтров 
и использованием компьютерной программы обработки 
цифровых изображений «Isis» (MetaSystems, Германия). 
Полученные данные обрабатывали в программе Excel из 
пакета программ Microsoft Office 2007. 

С целью разработки оптимального протокола для 
последующего исследования мейотической сегрегации 
сперматозоидов, был проведен сравнительный анализ 
препаратов из эякулята без деконденсации хроматина 
сперматозоидов, с тепловой деконденсацией хроматина, 
деконденсированных препаратов с использованием ди-
тиотреитола (ДТТ) и деконденсированных препаратов 
с использованием трис(2-карбоксиэтил)фосфингидрох-
лорида (tris(2-carboxyethyl)phosphine – TCEP), а также 
препаратов, деконденсированных по гибридному прото-
колу, разработанному в нашей лаборатории для работы с 
образцами с низкой эффективностью гибридизации при 
использовании других протоколов деконденсации хро-
матина сперматозоидов. 

Методика приготовления препаратов из эякуля-
та для FISH-анализа. Образец эякулята инкубирова-
ли при 37°С в течение 30 мин с последующим разведе-
нием в натрий-фосфатном буфере (phosphate buffered 
saline – PBS) в соотношении 1:9. Центрифугировали 
7 мин при 1850g. Элиминировали надосадочную жид-
кость, добавляли охлажденный фиксатор Карнуа (мета-
нол/ледяная уксусная кислота в соотношении 3:1). За-
фиксированную взвесь помещали на 60 мин на -20°С. 
Фиксатор меняли дважды, суспензию раскапывали на 
охлажденные влажные стекла.

Протоколы молекулярно-цитогенетического 
исследования

Протокол тепловой деконденсации хроматина 
сперматозоидов. Тепловую деконденсацию проводили 
в соответствии с ранее описанным протоколом [31]. На 
препаратах эякулята, приготовленных для FISH, денату-
рацию проводили при +90°С 10 минут, последующую 
гибридизацию в течение ночи проводили при +42°С.

Протокол деконденсации хроматина сперматозо-
идов с использованием ДТТ. Препараты, приготовлен-
ные для FISH, помещали в 5 мМ раствор ДТТ (Helicon) 
в 0.1M Tris и 1% Triton-X на 5-7 мин при +37°С, после 

чего промывали в растворе 2xSSC 3 мин и дегидратиро-
вали в серии спиртов возрастающей концентрации по 1 
минуте. Наносили на стекло 3,7% раствор формальдеги-
да в PBS на 10 мин, промывали в растворе PBS 3 мин и 
дегидратировали в серии спиртов восходящей концен-
трации по 1 минуте. 

Денатурацию проводили при 77°С, 7 мин с последу-
ющей гибридизацией в течение ночи при +37°С.

Протокол деконденсации хроматина спермато-
зоидов с использованием раствора TCEP. Препараты, 
приготовленные для FISH, помещали в раствор 2хSSC 
на 10-20 мин, на стекло наносили 13 мМ раствор TCEP 
(Applichem) на 3 мин, промывали в растворе 2хSSC 5 
мин, наносили на стекло раствор 1% формалина в PBS 
на 3,5 минут. Препараты инкубировали в растворе 
2хSSC 5 мин, после чего дегидратировали в серии спир-
тов восходящей концентрации по 1 минуте и сушили на 
воздухе.

Денатурацию проводили при 77°С, 7 мин с последу-
ющей гибридизацией в течение ночи при +37°С.

Гибридный протокол деконденсации хроматина 
сперматозоидов с использованием раствора пепси-
на и TCEP. Препараты помещали в 4% формальдеги-
де 10 минут, после чего отмывали в PBS дважды по 
5 минут. Подготовленные таким образом препараты 
инкубировали в 0,3% растворе пепсина в течение 20 
мин при 37°С, после чего отмывали в PBS дважды по 
5 мин, дегидратировали в серии спиртов восходящей 
концентрации по 1 мин и сушили на воздухе. Затем 
препараты инкубировали в растворе 2хSSC в течение 
20 мин при +37°С, после чего на стекло наносили 13 
мМ раствор TCEP на 3 мин, промывали в 2хSSC 5 мин, 
наносили на стекло 1% раствор формалина в PBS на 
3,5 минут. Препараты инкубировали в растворе 2хSSC 
в течение 5 мин, после чего дегидратировали в серии 
спиртов восходящей концентрации по 1 мин и сушили 
на воздухе.

Денатурацию проводили при +90°С, 10 мин с после-
дующей гибридизацией в течение ночи при +42°С.

Результаты. Был проведен FISH-анализ препаратов 
эякулята, полученного от 9 фенотипически нормальных 
мужчин, и подготовленных для FISH с использованием 
различных протоколов предобработки. Для выявления 
оптимального протокола использовали такие критерии 
как оценка эффективности гибридизации с локус-спец-
ифическими ДНК-зондами на хромосомы 13 и 21, т.е. 
определение частоты клеток с гибридизационными сиг-
налами, а также соотношение «шум»/сигнал, который 
определяли как отношение фоновой гибридизации к ин-
тенсивности гибридизационного сигнала. 

Результаты сравнительной оценки различных про-
токолов предобработки клеток эякулята представлены 
в табл. 1 и на рисунке. Всего было проанализировано  
79 488 клеток.

Обсуждение. Эффективность гибридизации, т.е., 
процент клеток с гибридизационными сигналами, на 
препаратах эякулята без деконденсации была самой низ-
кой и в среднем составляла 23%. Фоновая гибридизация 
(«шум») была высокой, а обнаруженные сигналы слабые 
(см. рисунок, а). Низкая эффективность гибридизации, 
преобладание фоновой гибридизации не позволили ни в 
одном случае провести корректный подсчет гибридиза-
ционных сигналов.

В препаратах, которые были подвергнуты тепло-
вой деконденсации, эффективность гибридизации ва-
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Т а б л и ц а  1 
Эффективность гибридизации в клетках эякулята при использовании различных протоколов  

деконденсации хроматина ядра сперматозоидов

Показатели Эффективность гибридизации 
(%) ±SD «Шум»/сигнал Всего проанализировано

клеток

Без деконденсации 23,1±2,2 +/- 18751

Тепловая обработка 78,8±8,2 +/+ 13246

ДТТ 73,8±1,2 -/+ 16346

TCEP 93,4±1,5 -/+ 15467

Гибридный протокол 67,8±9,7 +/+ 15678

П р и м е ч а н и е . ±SD – стандартное отклонение; + - наличие шума/сигнала; ― - отсутствие шума/сигнала.

Результаты проведения молекулярно-цитогенетического исследования FISH с локус-специфичными ДНК-зондами на хромо-
сомы 13 и 21. а – без обработки; б – тепловая обработка; в – протокол с использованием ДТТ; г – протокол с использованием 
TCEP;  д – гибридный протокол.

рьировала от 70 до 90%, составляя в среднем 78,8%. 
Такая обработка позволяет полностью сохранить мор-
фологические особенности сперматозоидов и отлича-
ется быстротой выполнения процедуры. Однако дан-
ный протокол чувствителен как к качеству фиксации 
эякулята (недостаточное время фиксации, недоста-
точно низкая температура фиксатора, много белковой 
составляющей во взвеси), так и к качеству использу-
емых предметных и покровных стёкол, что затрудня-
ет воспроизводимость методики. Высокая интенсив-
ность фоновой гибридизации, нестабильность тепло-
вой обработки в целом определяют целесообразность 
использования тепловой деконденсации хроматина 
только в случаях, когда при анализе необходимо пол-
ностью сохранить морфологию сперматозоидов (см. 
рисунок, б).

Эффективность гибридизации в клетках, которые 
были деконденсированы с использованием ДТТ ва-
рьировала от 70 до 98%, составляя в среднем 73,8%. 
Наличие ярких дискретных гибридизационных сиг-
налов обеспечило возможность корректного подсчета 

количества гибридизационных сигналов как для хро-
мосомы 13, так и для хромосомы 21 (см.рисунок, в). 
Протокол с использованием ДТТ в качестве деконден-
сирующего агента является стандартным и общепри-
нятым для обработки препаратов сперматозоидов [15, 
31, 32]. Однако работа с раствором ДТТ должна про-
водиться с тщательным соблюдением условий личной 
безопасности, поскольку этот реагент является край-
не летучим и токсичным веществом. Готовый раствор 
нестабилен, приготавливается ex tempore и требует за-
мены не позднее, чем через три часа после приготов-
ления рабочего раствора. Использование в рабочем 
протоколе дитиотреитола требует наличия вытяжного 
шкафа и термостата или водяной бани, а также кон-
троля кислотности раствора, поскольку оптимальный 
pH для дитиотреитола составляет 7,1-8,0. Существен-
ным недостатком является то, что в результате обра-
ботки ДТТ клетки могут изменить свою морфологию. 
Для анализа сегрегации хромосом более значимым 
является высокая эффективность гибридизации (ниже 
85%) и низкий уровень фоновой гибридизации, одна-
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ко при проведении исследований, требующих сохран-
ности морфологии клеток, более предпочтительным 
протоколом предобработки может являться тепловая 
деконденсация с хотя и более высокой фоновой ги-
бридизацией, но меньшими изменениями клеточной 
морфологии [28].

Самая высокая эффективность гибридизации была 
отмечена в препаратах сперматозоидов, которые были 
деконденсированы с использованием TCEP, где она в 
среднем составила 93,4% с диапазоном от 89,5 до 98% 
при практическом отсутствии фоновой гибридизации 
(см. рисунок, г). Достоинствами данного протокола яв-
ляется техническая простота его применения, возмож-
ность хранения готового раствора в течение длительного 
времени при температуре -20°С с сохранением стабиль-
ности. Показано, что TCEP эффективно восстанавливает 
дисульфидные связи в широком диапазоне pH (1,5-8,5) 
[33,34]. Единственным условным недостатком данного 
протокола является более высокая, в 2 раза выше, сто-
имость трис (2-карбоксиэтил) фосфингидрохлорида в 
сравнении дитиотреитолом [30].

В одном из девяти случаев эффективность гибриди-
зации не превысила 5% при использовании протоколов, 
описанных выше. С целью повышения эффективности 
гибридизации, нами был разработан гибридный про-
токол денатурации хроматина сперматозоидов, сочета-
ющий протеолитическую обработку с использованием 
раствора пепсина, отмывку в растворе 2xSSC и после-
дующую деконденсацию с TCEP. При Эффективность 
гибридизации в клетках препаратов при использова-
нии гибридного протокола варьировала от 50 до 70% 
и в среднем составляла 67,8%. Следует отметить, что 
использование пепсина в качестве протеолитическо-
го агента позволило несколько улучшить соотношение 
«шум»/сигнал, однако привело к изменению морфоло-
гии сперматозоидов (см. рисунок, д).

Тем не менее несмотря на то, что это самый дли-
тельный по времени выполнения протокол из всех 
представленных с низкой эффективностью гибридиза-
ции и возможным нарушением морфологии клеток, его 
использование позволяет провести анализ даже в тех 
случаях, когда эффективность гибридизации состав-
ляет менее 5%. Таким образом, гибридный протокол 
может стать единственным, благодаря которому воз-
можно провести анализ без необходимости повторного 
сбора материала. 

Таким образом, эффективность гибридизации при 
использовании протокола с TCEP статистически значи-
мо (p<0,05) превышала таковую при всех прочих прото-
колах деконденсации хроматина, что позволяет считать 
TCEP оптимальным для ремоделирования хроматина 
ядер сперматозоидов в целях дальнейшего молекуляр-
но-цитогенетического исследования мужских гамет. 

В табл. 2 суммированы преимущества и недостатки 
всех рассмотренных протоколов деконденсации хрома-
тина сперматозоидов.    

Заключение. С развитием молекулярно-цитогене-
тических методов исследования, таких как флуорес-
центная in situ гибридизация (FISH), стало возможным 
исследовать мейотическую сегрегацию хромосом в 
препаратах эякулята. Однако, в отличие от диффузного 
хроматина соматических клеток, особенности конден-
сации хроматина в сперматозоидах требуют оптимиза-
ции протоколов пробоподготовки к проведению FISH. 
Общепринятым и широко используемым в различных 
лабораториях деконденсирующим реагентом является 
дитиотреитол (ДТТ). Учитывая вышеописанные нега-
тивные свойства ДТТ, в целях оптимизации протокола 
пробоподготовки препаратов сперматозоидов человека 
для FISH-исследования мы использовали деконден-
сирующий реагент трис(2-карбоксиэтил)фосфинги-
дрохлорид (TCEP). При применении такого протокола 

Т а б л и ц а  2
Сравнительная оценка различных протоколов деконденсации сперматозоидов человека.

Показатели Преимущества протокола Недостатки протокола

Без деконденсации -
Низкое качество сигналов

Низкая эффективность гибридизации
Фоновая гибридизация

Тепловая  
деконденсация

Простота выполнения
Скорость выполнения

Сохранность морфологии клеток

Невысокая эффективность гибридизации
Чувствительность к качеству используемых материалов

Фоновая гибридизация

ДТТ Дискретность гибридизационных сигналов
Отсутствие фоновой гибридизации

Невысокая эффективность гибридизации
Токсичность реактива

Узкий диапазон рабочего pH=7.1-8.0
Необходимость изготовления 

ex tempore 
Нарушение морфологии клеток

TCEP

Высокая эффективность гибридизации
Отсутствие фоновой гибридизации

Широкий диапазон рабочего pH=1.5-9.0
Высокое качество сигналов

Возможность долгого хранения рабочего раство-
ра при температуре -20°С

Не отмечено 

Гибридный протокол Позволяет провести анализ в случаях, когда ни 
один другой протокол не эффективен

Фоновая гибридизация
Длительность выполнения

Нарушение морфологии клеток
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деконденсации хроматина сперматозоидов была отме-
чена максимальная эффективность гибридизации при 
наибольшей сохранности морфологии сперматозоидов 
и оптимальном соотношении «шум»/сигнал. Предло-
женный гибридный протокол предгибридизационной 
подготовки сперматозоидов, сочетающий деконденса-
цию хроматина с его протеолизом, позволяет прово-
дить FISH-анализ в тех случаях, когда клетки эякулята 
нечувствительны к более щадящим протоколам декон-
денсации.
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