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Цель исследования – определить содержание сперматозоидов с одно- и двунитевыми разрывами ДНК в образцах эякулята у па-
циентов разных возрастных групп.
Материалы и методы. Исследован уровень фрагментации ДНК в 300 образцах эякулята, полученных от 266 пациентов с наруше-
нием фертильности. В 1‑ю группу включены 150 образцов, полученных от 131 пациента моложе 45 лет (21–44 лет), во 2‑ю груп
пу – 150 образцов, полученных от 135 пациентов старше 45 лет (45–68 лет). Средний возраст мужчин составил 34,8 ± 3,9 
и 48,6 ± 3,1 года соответственно. Количество сперматозоидов с фрагментированной ДНК оценивали методом флуоресцент
ного мечения одно- и двунитевых разрывов ДНК в мазках эякулята (методом TUNEL). Повышенным считали количество 
сперматозоидов с фрагментированной ДНК >15 %. Стандартное спермиологическое исследование выполняли у 117 и 97 мужчин 
1‑й и 2‑й групп соответственно.
Результаты. Количество сперматозоидов с фрагментированной ДНК варьировало в образцах эякулята от 1,5 до 64,5 %. Сред-
нее количество сперматозоидов с разрывами ДНК в 1‑й группе (12,0 ± 6,0 %) статистически значимо ниже, чем во 2‑й группе 
(16,1  ± 8,3 %, p <0,05). Среднее количество сперматозоидов в эякуляте в 1‑й группе статистически значимо больше (267,0 ± 
198,7 млн), чем во 2‑й группе (201,0 ± 162,9 млн, p = 0,02).
Заключение. У мужчин в возрасте старше 45 лет содержание сперматозоидов с фрагментированной ДНК статистически зна-
чимо больше, чем у мужчин моложе 45 лет (p <0,05), что может косвенно свидетельствовать о повышенном уровне активных 
форм кислорода в семенной плазме.
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The study objective is to analyze the content of spermatozoa with single and double-stranded DNA breaks in different age groups.
Materials and methods. The level of DNA fragmentation was studied in 300 ejaculate samples obtained from 266  sub- or infertile men. 
The group 1 included 150 samples obtained from 131 patients under the age of 45 (21–44 years), the group 2 included 150 samples ob-
tained from 135 patients above the age of 45 (45–68 years). Mean ages were 34.8 ± 3.9 and 48.6 ± 3.1 years, respectively. The number 
of sperm with fragmented DNA was evaluated using the terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) method on 
ejaculate smears. The number of spermatozoa with >15 % of fragmented DNA was considered elevated. Standard semen analysis was per-
formed in 117 and 97 men from the groups 1 and 2, respectively.
Results. The number of sperm with fragmented DNA varied in ejaculated samples from 1.5 to 64.5 %. Mean number of sperm with DNA breaks 
in the group 1 (12.0 ± 6.0 %) was significantly lower than in the group 2 (16.1 ± 8.3 %, p <0.05). Mean sperm count in the ejaculate of the group 1 
(267.0 ± 198.7 million) was significantly higher than in the group 2 (201.0 ± 162.9 million, p = 0.02).
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Conclusion. We revealed that in men over the age of 45 years, the percentage of spermatozoa with DNA fragmentation is higher than in men 
under 45 years of age, it may indirectly indicate an increased level of reactive oxygen species in the seminal plasma in older patients.
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Введение
В последние десятилетия в развитых странах на-

блюдается тенденция к планированию деторождения 
в более поздние сроки, а также к неоднократному вступ
лению в брак, что обусловливает более позднее рожде-
ние детей в этих союзах. Все это диктует необходимость 
исследования факторов, влияющих на фертильность 
мужчин разного возраста. Мужская репродуктивная 
система по мере старения претерпевает физиологиче-
ские изменения, морфологическая перестройка муж-
ских половых желез связана в основном с атрофиче-
скими процессами; различные факторы могут нарушать 
функцию яичек и ухудшать качество спермы. Отрица-
тельно воздействуют на мужскую репродуктивную си-
стему и факторы образа жизни (питание, употребление 
алкоголя, курение, стресс, неблагоприятные экологи-
ческие факторы, профессиональные вредности).

Спермиологическое исследование остается основ-
ным методом первоначальной оценки фертильности 
мужчин, отражая текущее состояние репродуктивной 
системы пациента. Спермограмма может указать на не-
которые формы бесплодия (например, азооспермию), 
однако это исследование не всегда позволяет адекват-
но оценить фертильность. Известны случаи естествен-
ного зачатия при  тяжелой степени патозооспермии 
и случаи бесплодия при нормозооспермии.

На оплодотворяющую способность сперматозоидов 
влияет ряд факторов, в том числе наличие анеуплои-
дий, состояние хроматина (конденсированный / незре-
лый), пенетрационной системы (акросом), строение 
жгутика и каждого из его компонентов, вирусное и бак-
териальное инфицирование сперматозоида, а  также 
фрагментация ДНК. В связи с этим наряду со стандарт-
ным спермиологическим исследованием в последние 
годы все большее распространение получают методы, 
позволяющие исследовать функциональные свойства 
сперматозоидов.

Фрагментация ДНК сперматозоидов представляет 
собой разрыв 1 или 2 нитей ДНК. Патофизиологиче-
ские механизмы, вызывающие фрагментацию ДНК, 
не вполне ясны, но предполагается, что ее причиной 
могут быть нерепарированные повреждения ДНК, де-
фекты ремоделирования хроматина, возникающие в ходе 
сперматогенеза. Причинами фрагментации хроматина 
сперматозоидов в настоящее время также считают апо
птоз и окислительный стресс.

Проблеме фрагментации ДНК сперматозоидов 
посвящено большое количество научных исследова-
ний, однако данные о  влиянии возраста на  частоту 
разрывов ДНК неоднозначны, что объясняется как раз-
нородностью исследуемых групп пациентов, так и ге-
терогенностью методов исследования. Цель данного 
исследования – определить содержание сперматозоидов 
с  одно- и  двунитевыми разрывами ДНК в  образцах 
эякулята у пациентов разных возрастных групп. Для 
этого использован прямой метод подсчета, позволяю-
щий определять как однонитевые, так и двунитевые 
разрывы ДНК.

Материалы и методы
Исследован уровень фрагментации ДНК в 300 образ

цах эякулята, полученных от 266 пациентов с наруше-
нием фертильности. В 1‑ю группу включены 150 образцов, 
полученных от 131 пациента моложе 45 лет (21–44 лет), 
во 2‑ю группу – 150 образцов, полученных от 135 паци-
ентов старше 45 лет (45–68 лет). Средний возраст муж-
чин составил 34,8 ± 3,9 и 48,6 ± 3,1 года соответственно.

Количество сперматозоидов с фрагментированной 
ДНК оценивали методом флуоресцентного мечения 
одно- и  двунитевых разрывов ДНК (terminal deoxy-
nucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling, 
TUNEL) в мазках эякулята. Мазки наносили на адге-
зивные стекла HistoBond (Paul Marienfeld, Германия) 
и обрабатывали реагентом DeadEnd Fluorometric TUNEL 
System по протоколу изготовителя (Promega, США). Пре-
параты окрашивали DAPI (4,6‑diamino-2‑phenylidole) 
(Sigma-Aldrich, США). Для прямого подсчета исполь-
зовали микроскоп Axiovert 200V (Carl Zeiss, Германия). 
Повышенным считали количество сперматозоидов 
с фрагментированной ДНК >15 % [1].

Стандартное спермиологическое исследование вы
полняли согласно рекомендациям руководства ВОЗ 
(2010) [2]. Для анализа были доступны образцы эяку-
лята 117 и 97 мужчин 1‑й и 2‑й групп соответственно. 
Статистический анализ различий между группами вы-
полняли с помощью t-критерия Стьюдента, принимая 
уровень значимости p <0,05.

Результаты
Распределение образцов эякулята по содержанию 

сперматозоидов с фрагментированной ДНК было близ-
ким к нормальному (рис. 1). Доля сперматозоидов 
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с фрагментированной ДНК в образцах эякулята варь-
ировала от  1,5 до  64,5 %. Среднее значение этого 
показателя в  1‑й и  2‑й группах составило 12,0 ± 6,0 
и 16,1 ± 8,3 % соответственно. Содержание спермато-
зоидов с фрагментированной ДНК в 1‑й группе статис
тически значимо ниже, чем во 2‑й группе (p <0,05) (рис. 2).

Среднее количество сперматозоидов в  эякуляте 
в 1‑й и 2‑й группах составило 267,0 ± 198,7 и 201,0 ± 
162,9 млн соответственно, причем в  1‑й группе оно 
было статистически значимо больше, чем во 2‑й группе 
(p = 0,02) (рис. 3). Среднее содержание прогрессивно-
подвижных сперматозоидов составило в 1‑й и 2‑й груп-
пах соответственно 17,5 ± 10,5 и 15,3 ± 9,5 % (рис. 4), 
среднее содержание атипичных сперматозоидов  – 
94,9 ± 3,9 и 94,6 ± 4,8 %; между группами не выявлены 
статистически значимые различия (р >0,05) (рис. 5).

Обсуждение
Проблема целостности генома мужских гамет ак-

туальна для диагностики мужского бесплодия. В боль-
шинстве исследований показано, что содержание спер-
матозоидов с фрагментированной ДНК увеличивается 
с возрастом, однако имеются и данные об отсутствии 
влияния возраста на целостность ДНК. Таким образом, 
вопрос о связи возраста мужчин с уровнем фрагмента-
ции ДНК сперматозоидов окончательно не решен, что, 
в первую очередь, может быть связано с особенностя-
ми выборок. Кроме того, результаты разных научных 

Рис. 1. Распределение образцов эякулята по содержанию сперматозоидов с фрагментированной ДНК

Fig. 1. Semen samples distribution per the level of sperm with fragmented DNA

Рис. 2. Образцы эякулята пациентов разного возраста с фрагмента-
цией ДНК сперматозоидов

Fig. 2. Number of semen samples of patients of different ages with fragmented 
DNA in spermatozoa
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исследований сложно сопоставить вследствие различий 
в методах оценки фрагментации ДНК в мужских по-
ловых клетках.

В настоящее время распространено несколько ме-
тодов, которые позволяют оценить целостность ДНК 
сперматозоидов. Методы для диагностики фрагмента-
ции ДНК сперматозоидов подразделяются на прямые 
и непрямые. С помощью прямых методов выявляются 
уже имеющиеся разрывы ДНК, в то время как непрямые 
методы позволяют оценить подверженность спермаль-
ной ДНК разрывам после внешнего неблагоприятного 
воздействия, например добавления кислот. Наиболее 
широко применяемые прямые методы – TUNEL, ко-
торый основан на  прямом мечении разрывов ДНК 
уридином, гель-электрофорез ДНК отдельных клеток 

Рис. 3. Количество сперматозоидов в  эякуляте у  пациентов разных 
возрастных групп с нарушением фертильности

Fig. 3. Number of sperm in the ejaculate of patients of different age groups 
with sub- or infertility

Рис. 4. Количество прогрессивно-подвижных сперматозоидов у паци-
ентов разных возрастных групп с нарушением фертильности

Fig. 4. Percentage of progressive motile sperm in patients of different age 
groups with sub- or infertility

Рис. 5. Количество атипичных сперматозоидов у пациентов разных 
возрастных групп с нарушением фертильности

Fig. 5. Percentage of abnormal sperm in patients of different age groups with 
sub- or infertility
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(single cell gel electrophoresis, также называемый comet) 
и анализ смещений разрывов (in situ nick translation as-
say). К наиболее известным непрямым методам относят 
проточную цитометрию с применением акридинового 
оранжевого (flow cytometric acridine orange assay), ко-
торая основана на метахроматических свойствах этого 
красителя, по‑разному флуоресцирующего при  свя
зывании с  однонитевыми (флуоресцирует красным) 
либо двунитевыми (флуоресцирует зеленым) разрыва-
ми ДНК. Непрямым методом является и исследование 
дисперсии хроматина сперматозоидов (sperm chroma-
tin dispersion test). Несмотря на различия методов оцен-
ки нарушений, все они направлены на то, чтобы опре-
делить общее число сперматозоидов с фрагментацией 
ДНК независимо от участка генома, где это нарушение 
имело место [3].

Мы показали, что при оценке уровня фрагмента-
ции ДНК в сперматозоидах прямым методом (TUNEL) 
у мужчин старше 45 лет доля сперматозоидов с фраг-
ментированной ДНК статистически значимо больше, 
чем у мужчин моложе 45 лет. Это может косвенно сви-
детельствовать о повышенном уровне окислительного 
стресса, возникающем при нарушении баланса между 
количеством активных форм кислорода и концентра-
цией антиоксидантов в семенной жидкости.

С помощью метода TUNEL в ряде работ выявлена 
прямая зависимость уровня фрагментации ДНК от 
возраста мужчин [4–7], что  согласуется с  данными, 
полученными в нашем исследовании. Другие авторы 
не выявили корреляции с  целостностью хроматина 
сперматозоидов [8, 9].

Используя другой базовый метод обнаружения 
повреждений ДНК сперматозоидов, основанный на 
метахроматических свойствах акридинового оранже-
вого, исследователи установили зависимость уровня 
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фрагментации ДНК сперматозоидов от  возраста 
[10–12].

Подобная тенденция была выявлена N. P. Singh и со-
авт., использовавшими метод гель-электрофореза ДНК 
отдельных клеток [13]. Однако в  работе T. E.  Schmid 
и соавт. при использовании того же метода не выявили 
влияния возраста на количество двунитевых разрывов 
ДНК сперматозоидов [14].

T. Winkle и соавт. провели модифицированный анализ 
по  Nicoletti [15] (после обработки йодидом пропидия 
фрагментацию ДНК в сперматозоидах оценивали мето-
дом проточной цитометрии) и не выявили статистически 
значимого увеличения уровня фрагментации ДНК спер-
матозоидов по мере увеличения возраста мужчин [16].

Поскольку процессы дифференцировки половых 
клеток в сперматогенном эпителии протекают непре-
рывно, процесс сперматогенеза уязвим на молекуляр-
ном, клеточном, тканевом и органном уровнях. Активные 
формы кислорода могут вызывать ошибки во  время 
репликации ДНК, транскрипции или посттранскрип-
ционных событий (фрагментацию, нарушение конден-

сации хроматина, дефекты протаминизации) [17]. Та-
кие повреждения связывают со старением многих тканей, 
в том числе и тканей яичек. Свободнорадикальная 
теория старения рассматривает этот процесс как ре-
зультат накопления повреждений ДНК, вызванных 
окислительным стрессом. Чрезмерное количество ак-
тивных форм кислорода и снижение антиоксидантной 
способности в процессе старения могут вызывать апоп-
тоз или окислительное повреждение ДНК [18]. Выяв-
лена положительная корреляция между уровнем H

2
O

2
 

и уровнем фрагментации ДНК сперматозоидов у па-
циентов с бесплодием [19, 20].

Заключение
У мужчин в возрасте старше 45 лет количество спер

матозоидов с фрагментированной ДНК статистически 
значимо больше, чем у мужчин в возрасте до 45 лет. 
Фрагментация ДНК отражает нарушение целостности 
генома сперматозоида и может служить важным диаг-
ностическим и  прогностическим критерием оценки 
фертильности мужчин.
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