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Аннотация
Введение. Экспериментальная индукция нарушения сперматогенеза преимущественно возможна физически-
ми, фармакологическими методами. Однако не все методы способны вызывать необструктивную азооспермию.
Цель исследования. Оценить и сравнить эффективность индукции нарушения сперматогенеза на моделях 
крыс путём наложения лигатур на семенные канатики и введения цисплатина.
Материалы и методы. 73 половозрелые особи самцов крыс стока Wistar были разделены на две исследуе-
мые и одну контрольную (n = 9) группы: группа 1 (n = 27) с наложением лигатуры на семенной канатик на 12 
(n = 9), 24 (n = 9), 36 часах (n = 9); группа 2 (n = 37) с пятикратным внутрибрюшинным введением цисплатина 
в концентрациях 5 мг/кг, 3 мг/кг, 1 мг/кг. Для оценки эффективности моделей на 0-й, 7-й, 14-й, 28-й дни после 
последнего дня индукции нарушения сперматогенеза выполняли исследование эпидидимальной спермы, 
клинического анализа крови, уровня общего тестостерона крови, патоморфологическое исследование ткани 
семенников, массы тела, массы органов репродуктивной системы.
Результаты. Наложения лигатур на семенные канатики не оказывали отрицательного влияния на общее 
состояние животных (р < 0,05), клинический анализ крови (р < 0,05); отмечено уменьшении массы семенни-
ков (р < 0,05), придатка семенника (р < 0,05), простаты (р < 0,05), масса семенных пузырьков не изменилась 
(р > 0,05). В группе 1 количество эпидермальных сперматозоидов снизилось во всех подгруппах, статистически 
значимые изменения зафиксированы на 7 (экспозиция 24 часа) и 28 (экспозиция 12, 36 часов) дни исследо-
вания. Гистологически не отмечено значимого угнетения сперматогенеза, кроме уменьшения площади, 
диаметра семенных канальцев на 7, 28 дни после операции (экспозиция 24, 36 часов). В группе 2 дожитие 
животных отмечалось лишь при использовании цисплатина в дозе 1 мг/кг пятикратно. Масса тела снизи-
лась у всех крыс без восстановления, зафиксированные через 1 неделю тромбоцитопения, лейкоцитопения 
регрессировали ко 2-й недели исследования. Отмечено снижение массы всех репродуктивных органов. Кон-
центрация сперматозоидов снизилась к 1-й неделе и восстановилась к 28-й неделе. При анализе биоптатов 
семенников: выраженная дезорганизация сперматогенного эпителия, уменьшение абсолютной площади 
и диаметра семенных канальцев.
Заключение. Наложение лигатуры на семенной канатик не вызывает стойкого угнетения сперматогенеза. 
Цисплатин в дозе 1 мг/кг вызывает выраженное, стойкое повреждение сперматогенного эпителия.
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Abstract
Introduction. Experimental induction of spermatogenesis disorders is possible mainly by physical, pharmacological 
methods. However, not all methods can cause non-obstructive azoospermia.
Objective. To evaluate and compare the effectiveness of induction of spermatogenesis disorders in rat models by 
applying ligatures to the spermatic cords and administration of cisplatin.
Materials & methods. Seventy-three mature male rats (Wistar) were divided into 2 experimental groups and 1 control 
(n = 9) group: group 1 (n = 27) with ligature on the spermatic cord for 12 h (n = 9), 24 h (n = 9), 36 h (n = 9); group 
2 (n = 37) with five-fold intraperitoneal administration of cisplatin at concentrations of 5 mg/kg, 3 mg/kg, 1 mg/kg. 
On days 0, 7, 14, 28 after the last day of induction of spermatogenesis disorders, epididymal semen analysis, blood 
test, total serum testosterone, pathomorphological examination of testes tissue, body weight, reproductive system 
organ weight were performed to assess model performance.
Results. Ligation to the spermatic cords did not have a negative effect on the general condition of the animals 
(p < 0.05), blood test (p < 0.05); there was a decrease in the testicular weight (p < 0.05), the appendage of the testis 
(p < 0.05), prostate (p < 0.05), the weight of the seminal vesicles did not change (p > 0.05). In group 1, the number of 
epidermal spermatozoa decreased in all subgroups, statistically significant changes were recorded at 7 (exposure 24 
h) and 28 (exposure 12, 36 h) days of research. Histologically, there was no significant inhibition of spermatogenesis, 
except for a decrease in the area, diameter of the seminal tubules on 7, 28 days after surgery (exposure 24, 36 h). In 
group 2, the survival of animals was noted only when using cisplatin at a dose of 1 mg/kg five times. Body weight 
decreased in all rats without recovery, thrombocytopenia recorded after 1 wk, leukocytopenia regressed by 2 wk of 
the study. A decrease in the weight of all reproductive organs was noted. Sperm concentration decreased at 1 wk 
and recovered at 28 wk. In the analysis of testicular biopsies: pronounced disorganization of the spermatogenic 
epithelium, a decrease in the absolute area and diameter of the seminal tubules.
Conclusion. Ligation to the spermatic cord does not cause permanent inhibition of spermatogenesis. Cisplatin at 
a dose of 1 mg/kg causes persistent severe damage to the spermatogenic epithelium.
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Введение 
Азооспермией называют состояние, при 

котором сперматозоиды отсутствуют в эяку-
ляте, в том числе после центрифугирования 
последнего [1]. При анализе статистических 
данных доля диагностированной азооспер-
мии среди общей популяции мужчин со-

ставляет около 1%, а среди мужчин с вери-
фицированным бесплодием — в среднем 
10 – 15% [2, 3].

Для изучения тех или иных методов 
лечения мужского бесплодия используют 
некоторые экспериментальные модели 
на лабораторных животных. Наиболее по-

M.V. Epifanova, A.A. Kostin, O.Yu. Malinina
Pharmacological and surgical experimental animal models 

of induction of spermatogenesis disorders
original
articles



30 ISSN 2308–6424
UROVEST.RU

Вестник урологии
Vestnik Urologii

2023;11(2):28-36

пулярными являются фармакологические 
и хирургические (физические) методы.

Среди хирургических моделей наиболь-
шую популярность получили воздействие 
высокой температурой на яички [2, 4 – 6] 
и перекрут яичек с последующей детор-
сией или без неё [7, 8]. Другим вариантом 
хирургической модели является временное 
(на срок от нескольких часов до суток) на-
ложение лигатур на семенные канатики. Ве-
дущими повреждающими факторами в ука-
занных выше моделях являются ишемия 
и последующая реперфузия тканей, кото-
рые воздействуют на сперматогенный эпи-
телий как напрямую, так и опосредованно, 
вызывая гибель клеток Leydig и снижение 
продукции тестостерона. Перекрут яичек 
и лигирование семенных канатиков без по-
следующей деторсии или снятии лигатуры, 
соответственно, осложняются ишемиче-
ским некрозом тестикулярной ткани, что 
приводит к полной утрате чувствительно-
сти моделей к исследуемой терапии [9, 10]. 

Среди препаратов, которые использу-
ются для индукции нарушений сперматоге-
неза, в том числе необструктивной формы 
азооспермии (НОА), чаще всего применя-
ются цитостатики цисплатин [11 – 14] и бу-
сульфан [15 – 18].

Данные препараты способствуют алки-
лированию и образованию поперечных 
сшивок между нитями ДНК, тем самым по-
давляя деление, рост клеток различного 
происхождения, в том числе клеток спер-
матогенного эпителия. Одним из широко 
используемых веществ является цисплатин 
(HUANG, POGACH, and NATHAN 1990), пред-
ставляющий собой комплексное соедине-
ние платины, механизм действия которого 
основан на индукции нерепарируемых по-
вреждении ДНК клеток, приводящих к их 
апоптотической гибели.

Цель исследования. Провести сравни-
тельное исследование эффективности двух 
наиболее применяемых эксперименталь-
ных моделей по индукции нарушения спер-
матогенеза на самцах крыс — фармаколо-
гической, с использованием цисплатина, 
и хирургической, с временным наложением 
лигатуры на семенные канатики.

Материалы и методы
Исследование проводилось в  Ис-

пытательном центре «Виварно-
экспериментальный комплекс» ООО НИИ 

Митоинженерии МГУ (ИЦ ВЭК) в период 
с 2017 года по 2019 год. Исследование одо-
брено локальным этическим комитетом 
МГУ, протокол № 109 от 10.04.2017 года. 
В экспериментальное исследование были 
включены 73 половозрелые особи самцов 
крыс стока Wistar с массой тела от 250 до 
300 г. На протяжении всего исследования 
крысы были размещены в барьерной зоне 
ИЦ ВЭК.

Хирургическая индукция нарушения 
сперматогенеза. В группу с хирургическим 
методом нарушения сперматогенеза было 
включено 27 крыс, которых распределили 
на 3 равноценные группы по 9 особей. Вре-
мя наложения лигатуры на семенной кана-
тик составляло 12, 24, 36 часов. Для наркоза 
животных был выбран комбинированный 
метод — внутрибрюшинное (в/б) введение 
15 – 20 мг/кг тилетамина и 15 – 20 мг/кг 
золазепама (Zoletil ®, «Virbac S.A.», Carros, 
France) и 3 – 6 мг/кг ксилазина (XylaVET®, 
«Pharmamagist Gyogyszeripari Kft.», 
Budapest, Hungary). Хирургический доступ 
к семенным канатикам и семенникам осу-
ществляли путём разреза всех слоёв яичка 
по вентральной поверхности и семенного 
канатика после предварительной хирурги-
ческой обработки. Непосредственно нало-
жение лигатуры (шёлк, 4-0) выполнялось на 
семенной канатик дистально с последую-
щим послойным ушиванием раны (Vicryl, 
4-0). По истечении 12, 24, 36 часов после 
операции крыс повторно наркотизировали 
и осуществляли доступ к гонадам подобно 
методу, описанному выше, и удаляли нало-
женные лигатуры, с последующим послой-
ным ушиванием раны (Vicryl, 4-0).

Фармакологическая индукция наруше-
ния сперматогенеза. Для фармакологиче-
ской индукции нарушений сперматогенеза 
у крыс использовали курсовое введение 
цитостатического препарата цисплати-
на (Cisplatin-Teva®, «Teva Pharmaceutical 
Industries Ltd.», Petach Tikva, Israel) в виде 
раствора с  использованием фосфатно-
солевого буферного раствора. Цисплатин 
вводили в/б 1 раз в сутки на протяжении 
5 дней. В самом начале эксперимента ис-
пользовалась доза 5 мг/кг (n = 9). Данная 
доза цитостатика приводила к гибели крыс, 
вследствие чего было принято решение ис-
пользовать препарат повторно в дозе 5 мг/
кг, а также 3 мг/кг (n = 10) и 1 мг/кг (n = 9) 
1 раз в сутки на протяжении 5 дней. 100%-
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ного выживания удалось достичь лишь при 
использовании цисплатина в дозе 1 мг/кг 
пятикратно. 

Для оценки эффективности фармаколо-
гической и хирургической моделей на 0, 7, 
14, 28 дня после последнего дня индукции 
нарушения сперматогенеза выполняли ис-
следование (в каждую временную точку 
брали по 3 животных): эпидидимальной 
спермы, клинического анализа крови, 
уровня общего тестостерона крови, па-
томорфологическое исследование ткани 
семенников, массы тела, массы органов 
репродуктивной системы.

Исследование образцов эпидидималь-
ной спермы. Сперму животных получали 
путём пункции хвоста эпидидимиса крыс 
после наркотизации. Сперматозоиды вы-
деляли путем использования фосфатного 
солевого раствора. Оцениваемые показа-
тели спермы — количество сперматозои-
дов на гемоцитометре Hemalite 1280 (ООО 
«Dixion», Москва, Россия), морфология с по-
мощью микроскопа AxioScope A1 («Carl Zeiss 
AG», Oberkochen, Germany), анализ подвиж-
ности сперматозоидов при помощи микро-
скопа ECLIPSE Ti-E («Nikon Сorp.», «Mitsubishi 
Group», Tokyo, Japan).

Оценка гематологических показателей. 
Кровь животных исследовалась на анализа-
торе Hemalite 1280 (ООО «Dixion», Москва, 
Россия).

Патоморфологическое исследование 
ткани семенников. Образцы ткани семенни-
ков дегидрировали в изопропаноле с после-
дующей заливкой в парафине. Полученные 
блоки готовили толщиной 4 – 5 мкм под-
вергали депарафинированию и регидрати-
рованию, окрашиванию гематоксилином-
эозином. Оцениваемые параметры 
с помощью микроскопа AxioScope A1: 

1. Занимаемая абсолютная (мм2) и отно-
сительная (%) площадь семенных канальцев.

2. Средний диаметр канальцев (мкм).
3. Степень атрофии герминативного 

эпителия (баллы).
4. Степень воспалительной инфильтра-

ции и фиброза (баллы).
5. Другие морфологические изменения 

(качественно).
Оценка концентрации общего тестосте-

рона крови. Уровень общего тестостерона 
крови определяли с помощью иммунофер-
ментного анализа, использовались готовые 
наборы реактивов (DRG, США).

Статистический анализ. Для выполнения 
анализа данных использовали метод двух-
факторного дисперсионного анализа (фак-
торы группа и время), программное обе-
спечение — GraphPad Prism 6 by Dotmatics 
(«GraphPad Software» Inc., Graphpad Holdings 
LLC, San Diego, CA, USA). Параметры описа-
тельной статистики: среднее (M), стандарт-
ное отклонение (SD), стандартную ошибку 
среднего (SE). Попарные сравнения групп 
проводили с использованием критериев 
Šídák или Tukey HSD. Различия считали зна-
чимыми при р < 0,05.

Результаты
Хирургическая модель индукции на-

рушения сперматогенеза. Хирургическая 
индукции патоспермии путём наложения 
лигатур на семенные канатики в целом не 
оказывали отрицательного влияния на об-
щее состояние животных. Стоит отметить, 
что в течение 5 дней несколько снизилась 
масса тела, но к 14-му дню после операции 
масса тела крыс была выше, чем до опера-
ции (р < 0,0001). Также зафиксирован вы-
раженный отёк мошонки. 

Показатели клинического анализа кро-
ви статистически значимо не отличались 
от таковых на всех трёх временных точках 
исследования (р < 0,05). 

При анализе динамики массы органов 
репродуктивной системы выявлено, что 
снижается средняя масса семенников (р < 
0,05), придатка семенника (р < 0,05), пред-
стательной железы (р < 0,05), особенно из-
менения выражены в группе с 24-часовым 
наложением лигатуры (р < 0,05). Масса се-
менных пузырьков не изменилась в груп-
пах (р > 0,05) (рис. 1).

Количество эпидидимальных сперма-
тозоидов снизилось во всех группах, од-
нако статистически значимые изменения 
зафиксированы на 7-й (экспозиция — 24 
часа) и 28-й (экспозиция 12 и 36 часов) дни 
исследования.

Патомофрологическая картина спер-
матогенного эпителия не продемонстри-
ровала выраженных признаков угнетения 
сперматогенеза. Исключительно площадь 
канальцев уменьшилась на 7-й и 28-й дни 
после операции (экспозиция лигатуры — 24 
и 36 часов). Дезорганизация сперматоген-
ного эпителия наблюдалась лишь у единич-
ных крыс в группе с 24-часовым наложени-
ем лигатуры (рис. 2).
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Рисунок 1. Масса семенников (А), придатков семенника (B), простаты (C), семенных пузырьков 
(D) крыс после наложения лигатуры на семенной канатик на 12, 24 или 36 часах $ — р < 0,05 по 
сравнению с контролем, тест Šídák 
Figure 1. Testicular weight (A), epididymis weight (B), prostate weight (C), seminal vesicles weight (D) of rats 
after ligation to the spermatic cord for 12, 24 or 36 hours. $ — p < 0.05 compared to the control, Šídák test

Рисунок 2. Процент, занимаемый семенными канальцами в поле зрения (А), абсолютная пло-
щадь семенных канальцев (В), средний диаметр семенных канальцев (С), выраженность пора-
жений сперматогенного эпителия (D) после  наложения лигатуры на семенной канатик на 12, 24, 
36 часах $ — р < 0,05 по сравнению с контролем, тест Šídák 
Figure 2. Percentage occupied by seminal tubules in the FoV (A), absolute seminal tubule area (B), mean 
diameter of seminal tubules (C) and severity of spermatogenic epithelium lesions (D) after ligation of the 
spermatic cord at 12, 24 and 36 h. $ — p < 0.05 compared with the control, Šídák test
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Фармакологическая модель индукции 
нарушения сперматогенеза. Как уже упо-
миналось выше, цисплатиновая модель 
нарушения сперматогенеза приводила 
к 100%-ной летальности в дозе цитостати-
ка 5 мг/кг. Для титрования необходимой 
дозы цисплатина в исследование допол-
нительно было включено 10 крыс (3 мг/
кг) и 9 крыс (1 мг/кг). Цисплатин в  режиме 
введения 1 мг/кг в/б ежедневно в течение 
5 дней позволил обеспечить 100%-ную вы-
живаемость животных. 

Масса тела крыс прогрессивно снижа-
лась на всём протяжении исследования без 
признаков восстановления. Через 1 неделю 
после индукции нарушения сперматогене-
за зафиксированы значимая тромбоцито-
пения и лейкоцитопения, уровень гемогло-
бина и эритроцитов снизились незначимо. 
Уже ко 2-й неделе гематологические пока-
затели приблизились к результатам в кон-
трольной группе (рис. 3).

Масса семенных пузырьков (р = 0,0003), 
семенников (р = 0,0275), придатков семен-
ников (р = 0,1128), простаты (р = 0,0060) 
снизились к 4-й неделе после последнего 
введения цисплатина. 

Концентрация сперматозоидов статисти-

чески значимо снизилась лишь к 1-й неделе 
после индукции патоспермии, к 28-й неделе 
показатель не отличался от контрольной 
группы. Анализ гистологического исследо-
вания ткани семенников продемонстри-
ровал уменьшение абсолютной площади 
и диаметра семенных канальцев (р = 0,1166 
и р = 0,0730 соответственно). Через 2 и 4 не-
дели обнаружена выраженная дезоргани-
зация сперматогенного эпителия (рис. 4).

Обсуждение
Можно сделать вывод, что хирургиче-

ская модель с наложением лигатуры на 
семенные канатики на 12, 24 и 36 часов 
не продемонстрировала значимого отри-
цательного воздействия на сперматоген-
ный эпителий. Несмотря на существующие 
публикации, где применялась бы хирур-
гическая модель [19 – 21], как результат, 
необструктивная форма азооспермии не 
фиксируется, возникают другие количе-
ственные и качественные изменения по-
казателей спермограммы, однако они само-
стоятельно обратимы. 

Стоит отметить, что более длительное 
время экспозиции лигатуры не оказывало 
большего эффекта в сравнении с 12 часами. 

Рисунок 3. Масса семенников (А), придатков семенника (B), простаты (C), семенных пузырьков 
(D) у крыс, получавших цисплатин. $ — р < 0,05 по сравнению с контролем, тест Šídák 
Figure 3. Testicular weight (A), epididymis weight (B), prostate weight (C), seminal vesicles weight (D) in rats 
treated with cisplatin. $ — p < 0.05 compared to the control, Šídák test.
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К тому же хирургическая модель сопрово-
ждается большим объёмом работы, необ-
ходимостью операции и ре-операции с нар-
козом, что может повлечь за собой гибель 
исследуемых животных. Также важно, что 
наложение лигатуры или метод с перекру-
том яичка ограничивают кровоток по сосу-
дам семенного канатика, что может приве-
сти к некрозу гонад. При наложении лигатур 
на семенные канатики может возникать 
значительное повреждение (разрыв, пере-
тирание) семявыносящего протока, приво-
дя тем самым к обструктивной форме азоо-
спермии. Вышеуказанные нежелательные 
исходы модели превращают повреждения 
в необратимые. С последними заключения-
ми согласны и ряд авторов [19 – 21].

В фармакологической, цисплатиновой 
модели выявлено значимое снижение мас-
сы репродуктивных органов и ухудшение 
гистологической картины семенников без 
признаков обратимости состояния. Отме-
чается высокая токсичность препарата, 
так как выраженно снижается и масса тела 
крыс, что может также спровоцировать от-

рицательные изменения сперматогенного 
эпителия отсрочено, помимо кумулятивно-
го действия цисплатина. К данным заключе-
ниям приходит также ряд авторов, но есть 
некоторые отличия [11 – 14]. 

В частности, авторы рекомендуют ис-
пользовать цисплатин в  дозе 2  мг/кг 
и 2,5 мг/кг, что позволяет добиться дожития 
животных [11, 13]. 

J. G. Harman et al. (2014) [13] в своём ис-
следовании продемонстрировали, что ис-
пользование цисплатина в дозе 5 мг/кг/
день приводит к гибели крыс, а использова-
ние 2,5 мг/кг/день однократно или дважды 
позволяет добиться значимых нарушений 
сперматогенеза без смерти лабораторных 
животных [13]. 

R. Abdel-Latif et al. (2022) [11], напротив, 
не отметили гибели крыс (используемая 
доза цисплатина составила 7 мг/кг), но ци-
тостатик статистически значимо ухудшил 
все показатели спермы и гистологическую 
картину биоптатов семенников. Однако от-
личием протокола является однократная 
инъекция цисплатина [11].

Рисунок 4. Процент, занимаемый семенными канальцами в поле зрения (А), абсолютная пло-
щадь семенных канальцев (В), средний диаметр семенных канальцев (С), выраженность пора-
жений сперматогенного эпителия (D) у крыс, получавших цисплатин. $ – р < 0,05 по сравнению 
с контролем, тест Šídák 
Figure 4. Percentage occupied by seminal tubules in the FoV (A), absolute seminal tubule area (B), mean 
diameter of seminal tubules (C) and severity of spermatogenic epithelium lesions (D) in rats treated with 
cisplatin. $ — p < 0.05 compared with the control, Šídák test
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Заключение 
В результате проведённого эксперимен-

та и межгруппового анализа хирургическая 
модель является нерепрезентативной. На-
ложение лигатуры на семенной канатик 
с разной продолжительностью не вызы-
вала стойкого, необходимого угнетения 
сперматогенеза (азооспермию) у  крыс, 
что полностью бы не исключало спон-
танного восстановления, регенерации 
сперматогенного эпителия. Среди других 
отрицательных сторон можно отметить 
необходимые временные и технические 
факторы, факт повторной операции. А в не-

которых ситуациях может произойти по-
вреждение сосудов семенного канатика 
и семявыносящего протока, приводящее 
к непригодности модели, без признаков 
чувствительности используемых мето-
дов терапии. В нашем исследовании ци-
сплатин продемонстрировал выраженное 
угнетение сперматогенеза, значимое ток-
сическое действие на самих крыс. Однако 
сопоставление с существующими доклини-
ческими работами цисплатиновая модель 
репрезентативна показывает, что следует 
использовать дозы менее 2,5 мг/кг, а крат-
ность введения — менее 5.
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