
460

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2023; 68(8)
https://doi.org/10.51620.0869-2084-2023-68-8-460-463

 BIOCHEMISTRY

© ВАВИЛОВ Н.В., ГОДОВАЛОВ А.П., 2023

Вавилов Н.В., Годовалов А.П.

ОПЫТ ОПРЕДЕЛЕНИЯ УРОВНЯ ОКИСЛЕННО МОДИФИЦИРОВАННЫХ БЕЛКОВ В 
СПЕРМАЛЬНОЙ ЖИДКОСТИ

ФГБОУ ВО «Пермский государственный медицинский университет им. акад. Е.А. Вагнера» Минздрава РФ,  614990, г. 
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Среди причин мужского бесплодия достаточно внимания уделяется окислительному стрессу, который, в свою очередь, 
является патогенетическим звеном воспалительного процесса. Однако подходы к определению окисленно модифициро-
ванных белков (ОМБ) не адаптированы при использовании биологических материалов, кроме сыворотки периферической 
крови. Цель исследования – изучить уровень окисленно модифицированных белков в спермальной жидкости практиче-
ски здоровых мужчин. В исследовании использовали 54 образца эякулята от практически здоровых мужчин, у которых 
отсутствовал рост микроорганизмов на питательных средах. У всех добровольцев получали пробы сыворотки пери-
ферической крови. В исследовании использовали два варианта методики определения ОМБ. В первом случае образцы 
предварительно обрабатывали 10% раствором сульфата стрептомицина для осаждения нуклеиновых кислот и сво-
бодных аминокислот. Во втором случае не проводили инкубацию образцов с раствором сульфата стрептомицина, а 
сразу переходили к исследованию нативного эякулята. Определение уровня ОМБ проводили с помощью 0,1 M раствора 
2,4-динитрофенилгидразина. Образовавшиеся 2,4–динитрофенилгидразоны (ДНФ) регистрировали при 365 нм для оцен-
ки кетон-ДНФ нейтрального характера, при 432 нм – кетон-ДНФ основного характера и при 530 нм – альдегид-ДНФ 
нейтрального характера. При определении содержания карбонилов использовали молярный коэффициент поглощения, 
равный 22,000 M-1см-1. Концентрацию окисленных белков выражали в нмоль/мг общего белка исследуемой биологиче-
ской жидкости. Для определения концентрации белка использовали биуретовый метод (Вектор-Бест, Новосибирск). 
Статистический анализ результатов проводили с использованием методов описательной статистики и t-критерия 
Стьюдента для парных данных. Суммарная концентрация ОМБ в нативной спермальной жидкости, не обработанной 
сульфатом стрептомицина, составила 3,6±0,4 нмоль/мг белка, после её обработки сульфатом стрептомицина – 0,6±0,1 
нмоль/мг общего белка (p<0,05). При этом в спермальной жидкости практически здоровых добровольцев преобладают 
кетоновые производные, что может быть обусловлено длительно действующими факторами. Предложен удобный в 
использовании в большинстве лабораторий способ для нивелирования неспецифического окрашивания при определении 
окисленно модифицированных белков в спермальной жидкости. 

Ключевые слова: окисленно модифицированные белки; спермальная жидкость; динитрофенилгидразин; альдегидные 
производные; кетоновые производные.
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Vavilov N.V., Godovalov A.P.
EXPERIENCE OF DETERMINING THE LEVEL OF OXIDIZED MODIFIED PROTEINS IN SEMENAL 
FLUID
E.A. Vagner Perm State Medical University, Russia
Among the causes of male infertility, enough attention is paid to oxidative stress, which in turn is a pathogenetic link in the 
inflammatory process. However, approaches to the determination of oxidized modified proteins are not adapted for use when 
using biological materials other than peripheral blood serum. The aim of investigation was to study the level of oxidized modified 
proteins in the sperm fluid of healthy men. 54 ejaculate samples from apparently healthy men who did not grow microorganisms on 
nutrient media were observed. All volunteers received peripheral blood serum samples. Two variants of the method for determining 
the oxidized modified proteins were used. In the first case, the samples were pre-treated with a 10% streptomycin sulfate solution to 
precipitate nucleic acids and free amino acids. In the second case, the samples were not incubated with a solution of streptomycin 
sulfate, but immediately proceeded to the study of native ejaculate. Determination of the level of oxidized modified proteins was 
carried out using a 0.1M solution of dinitrophenylhydrazine. The resulting 2,4-dinitrophinylhydrazones (DNP) were recorded at 
365 nm to assess neutral ketone-DNP, at 432 nm – basic ketone-DNP, and at 530 nm – neutral aldehyde-DNP. When determining 
the carbonyl content, a molar absorption coefficient of 22,000 M-1cm-1 was used. The concentration of oxidized proteins was 
expressed in nmol/mg of the total protein of the studied biological fluid. The protein concentration was determined using the biuret 
method (Vector-Best, Russia). Statistical analysis of the results was performed using descriptive statistics and Student's t-test for 
paired data. The total concentration of oxidized modified proteins in native spermal fluid not treated with streptomycin sulfate was 
3.6±0.4 nmol/mg of protein, after treatment with streptomycin sulfate it was 0.6±0.1 nmol/mg of total protein (p<0.05 ). At the 
same time, ketone derivatives predominate in the semen of practically healthy volunteers, which may be due to long-acting factors.  
A method convenient for use in most laboratories for leveling non-specific staining in the determination of oxidized proteins in 
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semen has been proposed.
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Введение. В последнее время в многочисленных 
исследованиях сообщается о снижении качества эяку-
лята и других показателей мужского репродуктивного 
здоровья [1, 2]. Существует глобальный кризис муж-
ского репродуктивного здоровья [3], что подтвержда-
ется как снижением количества сперматозоидов, так 
и увеличением встречаемости аномалий мужской ре-
продуктивной системы, таких как крипторхизм, опу-
холи урогенитального тракта [4]. Мужской фактор 
регистрируется примерно у 40% супружеских пар, 
страдающих бесплодием [5, 6]. Продемонстрирована 
связь между мужским бесплодием и общим состояни-
ем здоровья. Ассоциированные клинические состоя-
ния включают сахарный диабет, нарушения обмена 
веществ и сердечно-сосудистые заболевания [4].

Воспалительный процесс является одним из 
ключевых патологических феноменов в реализации 
мужского бесплодия. При этом значительный вклад 
отводится механизмам аутоповреждения, в частно-
сти, путём гиперпродукции активированных форм 
кислорода и азота, которые запускают карбонильный 
стресс, что в конечном итоге приводит к накоплению 
окисленно модифицированных белков (ОМБ). Пока-
зано, что в результате этого белки могут утрачивать 
свою функцию [7]. Определение ОМБ эякулята мо-
жет являться чувствительным интегральным марке-
ром снижения мужской фертильности, а также раз-
вития урогенитальной патологии как инфекционного, 
так и неинфекционного характера.

Для определения ОМБ предложен способ [8], ко-
торый претерпел несколько изменений [9, 10]. Однако 
в основном все исследования проведены с использо-
ванием сыворотки или плазмы крови, что несколько 
ограничивает информацию о патогенезе заболеваний. 

Цель исследования – изучить уровень окисленно 
модифицированных белков в спермальной жидкости 
практически здоровых мужчин. 

Материал и методы. Для проведения исследо-
ваний использовали 54 образца эякулята от практи-
чески здоровых мужчин в возрасте от 24 до 55 лет 
(средний возраст 39,2±0,9 лет), у которых отсутство-
вал рост микроорганизмов на питательных средах. 
Взятие материала и его исследование проводили со-
гласно стандартизованным методикам, предложен-
ным экспертами ВОЗ в 2010 году [11]. Кроме этого, у 

всех добровольцев получали пробы сыворотки пери-
ферической крови. 

Для измерения оптической плотности исполь-
зовали планшетный спектрофотометр (PowerWave 
Bio-TEK Instruments, Inc.) и кварцевые 96-луночные 
планшеты.

В исследовании использовали два варианта мето-
дики определения ОМБ. В первом случае образцы 
предварительно обрабатывали 10% раствором суль-
фата стрептомицина для осаждения нуклеиновых 
кислот и свободных аминокислот. Для этого к 300 мкл 
эякулята добавляли 30 мкл 10% раствора сульфата 
стрептомицина и инкубировали в течение 15 мин при 
комнатной температуре. После 10-минутного центри-
фугирования при 5000 об/мин оценивали спектр по-
глощения надосадочной жидкости при длине волны 
280 и 260 нм. Если соотношение оптической плот-
ности 280 нм / 260 нм было более 1, то продолжали 
исследование, если меньше, то заново повторяли ин-
кубацию с 10% раствором сульфата стрептомицина. 

Во втором случае не проводили инкубацию об-
разцов с раствором сульфата стрептомицина, а сразу 
переходили к исследованию нативного эякулята.

Для определения уровня ОМБ в две микропробир-
ки типа эппендорф вносили по 100 мкл полученной 
надосадочной жидкости в первом случае или натив-
ного эякулята во втором случае. Далее, в пробирку с 
опытной пробой добавляли 200 мкл 0,1 M раствора 
2,4-динитрофенилгидразина (ДНФГ), растворенно-
го в 1 М растворе соляной кислоты, а в контроль-
ную пробирку - 200 мкл растворителя ДНФГ, кото-
рый представляет собой 1 M раствор HCl. Пробирки 
оставляли на 1 ч при комнатной температуре в темном 
месте, перемешивая каждые 15 минут. Затем в каж-
дую пробирку добавляли 300 мкл 20% раствора ТХУ 
(трихлоруксусная кислота), доводя тем самым до 10% 
(конечной) концентрации ТХУ. Пробы инкубировали 
в течение 10 мин на льду и центрифугировали в те-
чение 10 мин для осаждения белковых преципитатов. 
Надосадочную жидкость удаляли. После этого осадок 
трижды промывали 200 мкл раствора этанол/ацетон 
(1:1) для удаления несвязавшегося ДНФГ и примеси 
липидов. Осадок высушивали в течение 12-18 часов. 
Далее сухой осадок растворяли в 200 мкл 8 M раство-
ра мочевины при периодическом перемешивании до 
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полного растворения.
Образовавшиеся 2,4–динитрофенилгидразоны 

(ДНФ) регистрировали при следующих длинах волн: 
при 365 нм для оценки кетон-ДНФ нейтрального ха-
рактера (кДНФн), при 432 нм – кетон-ДНФ основно-
го характера (кДНФо) и при 530 нм – альдегид-ДНФ 
нейтрального характера (аДНФн). При определении 
содержания карбонилов использовали молярный ко-
эффициент поглощения (е), равный 22,000 M-1см-1. 
Коэффициент молярной экстинкции ДНФ использо-
вали для расчета концентрации карбонильных про-
изводных ОМБ, где: C – это концентрация ДНФ в 
нмоль/мл, А – показатель абсорбции.

e = 22,000/M = 22,000/106 нмоль/мл;
C = А/e = A(365,432,530)/ 2,2 * 104/106;
C = A(365,432,530) x 45,45 нмоль/мл.
Концентрацию окисленных белков выражали в 

нмоль/мг общего белка исследуемой биологической 
жидкости. Для определения концентрации белка ис-
пользовали биуретовый метод (АО «Вектор-Бест», 
Новосибирск). Концентрацию белка измеряли в каж-
дой пробе после полного растворения осадка белка в 
растворе мочевины. Суммарную концентрацию окис-
ленных белков рассчитывали путем суммирования 
всех окисленных производных.

Протокол исследования был одобрен Локальным 
этическим комитетом ФГБОУ ВО «Пермский госу-
дарственный медицинский университет им. акад. 
Е.А. Вагнера» Минздрава РФ (№1 от 25.01.2023 г.). У 
всех участников исследования было получено пись-
менное информированное согласие до включения в 
исследование.

Статистический анализ результатов проводили с 
использованием методов описательной статистики и 
t-критерия Стьюдента для парных данных.

Результаты и обсуждение. Установлено, что сум-
марная концентрация ОМБ в нативной спермальной 
жидкости, не обработанной сульфатом стрептомици-
на, составила 3,6±0,4 нмоль/мг белка. При этом со-
отношение кДНФн, кДНФо и аДНФн было 1:1,6:2,3 
(см. таблицу).

На основании расчетов, предложенных в ряде ра-
бот [12, 13] уровень кДНФн не должен существенно 
превышать величину 1 нмоль/мг белка. В настоящем 
исследовании концентрация кДНФн была 1,7±0,1 
нмоль/мг белка, что может быть связано с неспец-
ифическим окрашиванием свободных аминокислот 
и нуклеиновых кислот [13]. Кроме этого, молекулы 
ацетона также могут быть связаны с ДНФГ и вносить 
свой вклад в завышение значений [14]. Такую пробле-
му можно нивелировать предварительной инкубаци-
ей проб с раствором стрептомицина сульфата [8]. По-
сле обработки образцов эякулята раствором сульфата 
стрептомицина, уровень кДНФн снизился до 0,3±0,1 
нмоль/мг белка (p<0,05, к тем же пробам до обработ-
ки стрептомицином). 

В целом, сумма ОМБ в спермальной жидкости, 
после её обработки сульфатом стрептомицина, соста-
вила 0,6±0,1 нмоль/мг общего белка (p<0,05). Соот-
ношение аДНФн : кДНФо : кДНФн существенно не 
изменилось – 1:1,4:2,2 (см. таблицу).

Концентрация производных ДНФ, нмоль/мг белка
Образцы кДНФн кДНФо аДНФн

Спермальная жидкость 
нативная 1,7±0,1 1,2±0,1 0,7±0,1

Спермальная жидкость 
после обработки сульфа-
том стрептомицина

0,3±0,1*, ** 0,2±0,1*,** 0,1±0,1*,**

Сыворотка крови 1,2±0,1 0,7±0,1 0,4±0,1

Примечание. * - p<0,05 к аналогичному показателю в сыворотке 
крови; ** - p<0,05 к аналогичному показателю в нативной спермаль-
ной жидкости.

В сыворотке крови этих же добровольцев соот-
ношение окисленных белков аДНФн:кДНФо:кДНФн 
выражалось, как: 1:2:3,3. Суммарная концентрация 
окисленных белков сыворотки периферической кро-
ви 2,4±0,1 нмоль/мг белка. 

Известно, что образование кетоновых произво-
дных при окислении белковых молекул указывает на 
необратимый характер их модификации. С другой 
стороны, при регистрации альдегидных производных 
существует потенциал к ренатурации структуры и 
восстановлению функции белков [15]. В настоящем 
исследовании показано, что в спермальной жидкости 
практически здоровых добровольцев преобладают 
кетоновые производные, что может быть обусловле-
но длительно действующими факторами, такими как 
клетки иммунной системы, которые способны к про-
дукции свободных радикалов даже в отсутствии сти-
муляции [16].

Сравнительно более высокая концентрация ОМБ в 
сыворотке крови, чем в эякуляте, может быть связана 
с высокой скоростью обновления спермальной жид-
кости, а также более выраженной антиоксидантной 
защитой органов репродукции [17]. 

Заключение. Таким образом, для выявления ре-
ального уровня окисленно модифицированных бел-
ков в спермальной жидкости требуется предобработ-
ка образцов для нивелирования неспецифического 
окрашивания. Установленные соотношения форм 
окисленных белков могут быть использованы для 
оценки степени ОМБ при патологических состояни-
ях, а метод их регистрации удобен в использовании и 
может быть реализован в большинстве лабораторий. 
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