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Цель исследования ‒ оценка способов гибели человеческих эякуляторных сперматозоидов методами апоптоза и некро-
за in vitro.  

Исследованы эякуляты 40 фертильных мужчин в возрасте от 22 до 38 лет. Сперматозоиды выделяли из образцов эяку-

лята, отмывали от семенной плазмы фосфатно-солевым буфером. Подвижность и жизнеспособность половых клеток, в том 
числе и при наличии маркера апоптоза (экстернализация фосфатидилсерина, выявляемого по связыванию с Аннексином 

V), были исследованы у свежевыделенных сперматозоидов и сперматозоидов после 4- и 24-х часов инкубации in vitro при 

температуре 37°С.  
После 4-х часов инкубации in vitro не было выявлено достоверных изменений параметров сперматозоидов, но после 

24-х часов инкубации отмечено снижение подвижности и жизнеспособности половых клеток. Однако эти изменения не со-

провождались повышением уровня гамет с маркером апоптотического процесса. В результате проведенного исследования 

установлено, что эякуляторные сперматозоиды здорового человека не запускают процесс апоптоза в условиях in vitro.  
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M.V. Ploskonos  

EVALUATION OF THE METHOD OF HUMAN SPERM CELL DEATH IN VITRO 
 

The aim of the study was to assess the methods of death of human ejaculatory sperm by methods of apoptosis and necrosis in 

vitro.  
The ejaculates of 40 fertile men aged 22 to 38 years were studied. Sperms were isolated from ejaculate samples, washed from 

the seminal plasma with phosphate-salt buffer. Motility and viability of germ cells, including in the presence of apoptosis marker 

(externalization of phosphatidylserine, detected by binding to Annexin-V) were investigated in freshly isolated sperm and sperm af-
ter 4 and 24 hours of incubation in vitro at 37°C.  

After 4 hours of incubation in vitro no significant changes in sperm parameters were found, but after 24 hours of incubation 

there was a decrease in motility and viability of germ cells. However, these changes were not accompanied by any increase in the 
level of gametes with the marker of apoptotic process. The study found that ejaculatory sperm of a healthy person does not trigger 

the process of apoptosis at least in vitro.   
Key words: sperm, viability, apoptosis, necrosis. 

 

Репродуктивная функция человека яв-

ляется одним из наименее изученных разде-

лов медицины. В настоящее время установле-

но, что причиной бесплодного брака в 40% 

случаев является мужской фактор. В Россий-

ской Федерации более 4 млн мужчин страда-

ют бесплодием различной формы [1].  

Несмотря на значительные успехи со-

временной андрологии в диагностике нару-

шений репродуктивной функции, структура и 

причины мужского бесплодия до сих пор не 

вполне понятны [8]. 

Причины снижения мужской репродук-

тивной функции разнообразны и вызываются 

различными внешними и внутренними факто-

рами. Дисфункция и нежизнеспособность спер-

матозоидов являются самой частой причиной 

бесплодия, выявляемого у 1 из 15 мужчин [9]. 

С внедрением современных вспомога-

тельных репродуктивных технологий (ВРТ) 

стало возможным деторождение от бесплод-

ных мужчин. Одним из наиболее важных и 

актуальных аспектов репродуктивной меди-

цины является вопрос о жизнеспособности и 

полноценности мужской гаметы. В большин-

стве случаев причиной неудовлетворительных 

исходов ВРТ является активация апоптоза в 

сперматозоиде [6]. 

Для мужских гамет важна длительная 

жизнеспособность, поэтому в норме апоптоз 

не должен затрагивать эякуляторные сперма-

тозоиды. Однако у зрелых сперматозоидов 

выявляются признаки апоптоза [7].  

Представляет интерес, являются ли 

маркеры апоптоза результатом неудавшегося 

апоптотического процесса, начавшегося до 

эякуляции, или они служат признаком 

апоптоза, инициированного в постэякулятор-

ный период [3]. 

Целью данного исследования было оце-

нить способы гибели эякуляторных спермато-

зоидов человека путем апоптоза или некроза в 

условиях in vitrо. 

Материал и методы 

Образцы спермы были получены от здо-

ровых фертильных доноров (n=40) в возрасте 

от 22 до 38 лет после 72 часов сексуального 

воздержания. Основные параметры эякулята 

(концентрация, подвижность, жизнеспособ-

ность и морфология сперматозоидов) были 

оценены согласно рекомендациям и нормати-

вам, предлагаемым ВОЗ [12]. Все образцы, ис-

пользуемые в исследовании, были отнесены к 

фертильным согласно критериям ВОЗ. 

Сперматозоиды отделяли от спермо-

плазмы центрифугированием в фосфатно-
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солевым буфере (pH=7,4). Клетки ресуспен-

дировали в среде Menezo B-2 (BioMerieux, 

France). Часть клеточной взвеси отбирали для 

оценки жизнеспособности свежевыделенных 

сперматозоидов и маркеров апоптоза. Осталь-

ную часть взвеси инкубировали в среде В-2 с 

5% СО2 при 37°С в течение 4- и 24-х часов 

для оценки спонтанного апоптоза спермато-

зоидов [4]. 

Оценку жизнеспособности сперматозо-

идов проводили окрашиванием их эозином 

(ЭО) по Bloom [12], используя световую мик-

роскопию. Неокрашенные сперматозоиды яв-

лялись жизнеспособными клетками. 

Апоптоз определяли по экстернализа-

ции фосфатидилсерина (ФС) на поверхность 

мембраны сперматозоида, используя «аннек-

синовый» метод. Гаметы окрашивали двумя 

красителями: Аннексином V, меченым флуо-

ресцеиновым реагентом (AnV-FITC), и про-

пидия иодидом (PI) (Boehringer Mannheim, 

Germany), согласно инструкции изготовителя. 

Оценку результатов проводили с помощью 

флуоресцентной микроскопии [5]. 

Неокрашенные (AnV–/PI–) сперматозо-

иды рассматривались как жизнеспособные. 

(AnV+/PI–)-клетки, окрашенные только Ан-

нексином V, оценивались, как вступившие в 

ранний апоптоз. (AnV+/PI+)-клетки, окра-

шенные и Аннексином V и PI, а также (AnV–

/PI+)-клетки, окрашенные только PI, рассмат-

ривались как мёртвые (некротические) спер-

матозоиды.  

Значение различий в процентном отно-

шении между окрашенными ЭО, PI и AnV 

сперматозоидами было оценено с помощью 

критерия Стьюдента при значении р<0,05 и 

статистической обработки данных програм-

мами «Statistica 6.1 for Windows» (StatSoft 

Inc.) и EXСEL-2007. 

Результаты  

После отмывания сперматозоидов от 

семенной плазмы и инкубирования in vitro 

при 37°C подвижность сперматозоидов стати-

стически значимо не изменялась в течение 

первых 4-х часов инкубации, но после 24-х 

часов инкубации процентное содержание не-

подвижных гамет увеличилось (см. таблицу).  
 

Таблица  

Содержание неподвижных, нежизнеспособных (ЭО-положительных и PI-положительных)  
и апоптотических (АnV+/PI–) сперматозоидов в образцах при разных интервалах инкубации in vitro 

Время 

инкубации, ч 

Количество сперматозоидов, % 

неподвижных ЭО-положительных PI-положительных АnV+/PI 

0 
4 

24 

37,0±2,6 
41,0±3,6 

52,3±4,0# (р˂0,01) 

35,0±3,0 
36,8±3,1 

44,4±2,0# (р˂0,05) 

21,0±3,0* (р˂0,01) 
28,1±2,6* (р˂0,05) 

34,5±2,4*,# (р˂0,05) 

10,3±0,5 
9,0±0,6 

8,8±0,9 

* Достоверно по сравнению с ЭО-положительными; # достоверно по сравнению со свежевыделенными сперматозоидами (0 ч инку-

бации) при одном методе оценки.  
 

Процентное содержание нежизнеспо-

собных (некротических) сперматозоидов, 

окрашенных ЭО или PI, не изменялось в тече-

ние первых 4-х часов, но увеличивалось после 

24-х часов инкубации in vitro.  

Сравнение результатов окрашивания га-

мет ЭО и PI для оценки жизнеспособности как 

свежевыделенных половых клеток, так и кле-

ток после 24-часовой инкубации показало, что 

процентное содержание сперматозоидов, 

окрашенных ЭО, было выше, чем процентное 

содержание сперматозоидов, окрашенных PI. С 

другой стороны, процентное содержание спер-

матозоидов с экспрессией ФС, визуализиро-

ванной по связыванию с Аннексином V, не 

изменялось в течение 24-х часов инкубации in 

vitro (спонтанный апоптоз). 

Обсуждение 

Оценка жизнеспособности сперматозоидов 

основана на определении целоcтности наружной 

мембраны у гаметы, её непроницаемости для ви-

тальных краcителей, например ЭО, который 

окрашивает только сперматозоиды с повре-

жденной мембраной, т.е. нежизнеспособные.  

Также для определения жизнеспособно-

сти сперматозоидов используют флуорес-

центные красители ‒ PI в комбинации с кра-

сителем AnV-FITC для того, чтобы опреде-

лить не только живые и мёртвые, но также и 

сперматозоиды на разных стадиях апоптоза – 

ранней и поздней [2, 5]. 

Выявлено, что сперматозоидов, окра-

шенных ЭО, было больше, чем окрашенных 

PI, как в популяции свежевыделенных клеток, 

так и после 24-часовой инкубации. Действи-

тельно, окраска ЭО является цитоплазматиче-

ской, а PI – ядерной, требующей большего 

времени для того, чтобы пересечь не только 

плазматическую мембрану, но и ядерную 

оболочку. Таким образом, сперматозоиды 

окрашиваются ЭО быстрее. 

Следует отметить, что наблюдаемое 

нами увеличение процентного содержания 

неподвижных и нежизнеспособных спермато-

зоидов после 24-х часов инкубации in vitro не 

сопровождалось статистически значимым 

увеличением концентрации сперматозоидов с 

признаками начавшегося апоптотического 
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процесса – экстернализации ФС. Полученные 

данные показывают, что смерть половых кле-

ток в течение инкубации in vitro при темпера-

туре 37°C происходит путём некроза, а не 

апоптоза.  

Некоторые авторы описывают присут-

ствие маркеров апоптоза (экстернализация 

ФС, фрагментация ДНК, экспрессия Fas-

антигена) у сперматозоидов у мужчин с нор-

мальным и нарушенным сперматогенезами 

[4,10,11].  

Однако не ясно, сохраняют ли эякуля-

торные сперматозоиды способность активи-

зировать связанные с апоптозом процессы или 

маркеры апоптоза, выявленные у эякулятор-

ных сперматозоидов, маркеры, являющиеся 

следствием неудавшегося апоптоза, возника-

ющего ещё до эякуляции и связанного с ухо-

дом от клеток Сертоли сперматид на ранних 

стадиях апоптоза [3].  

Результаты данного исследования пока-

зывают, что наличие маркеров апоптоза у 

эякуляторных сперматозоидов человека явля-

ется следствием процессов, происходящих до 

эякуляции.  

Увеличение процентного содержания 

сперматозоидов, окрашенных ЭО и PI, 

наблюдается после 24-х часов инкубации in 

vitro. Если бы у эякуляторных сперматозои-

дов был начат процесс апоптоза в начале ин-

кубации, тогда увеличение концентрации га-

мет, экспрессирующих ФС, должно быть об-

наружено по крайней мере после 4-х часов 

инкубации.  

В данном исследовании все образцы 

эякулятов были от здоровых доноров, пара-

метры сперматозоидов которых соответство-

вали критериям нормы [12]. Поэтому процент-

ное содержание гамет с неудавшимся апопто-

зом у таких пациентов может быть не высоким. 

Это объясняет тот факт, почему некроз, а не 

апоптоз, был причиной клеточной смерти 

большинства сперматозоидов, которые не вы-

живали в течение 24-х часов инкубации.  

Заключение 

Таким образом, можно предположить, 

что гибель эякуляторных сперматозоидов в 

условиях in vitro происходит главным образом 

в результате некроза, а не в результате 

апоптоза. Погибая, половые клетки теряют 

подвижность, поэтому не возникает большого 

риска принять погибающий сперматозоид за 

жизнеспособный после продления инкубаци-

онного периода in vitro. Инкубация спермы in 

vitro до 24-х часов не ставит под угрозу ре-

зультаты ВРТ по крайней мере при использо-

вании образцов спермы доноров с нормозоос-

пермией. Гибель эякуляторных сперматозои-

дов мужчин с нарушенным сперматогенезом 

требует оценки.  
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Целью нашего исследования явилось определение спектра лекарственной устойчивости клинических штаммов Hafnia alvei 

к наиболее востребованным антибактериальным препаратам. Оценивалась чувствительность бактериофагов к штаммам Hafnia 

alvei. Антибиотикорезистентность изучали на 80 клинических штаммах Hafnia alvei, выделенных от больных с желудочно-
кишечными, урологическими и гнойно-воспалительными заболеваниями с помощью метода «стандартных дисков», пропи-

танных широко применяемыми в клинической практике 23 антибиотиками: пенициллин, ампицилин, ампициллин/сульбактам, 

оксациллин, карбенициллин, линкомицин, канамицин, эритромицин, рифампицин, стрептомицин, гентамицин, тобрамицин, 
норфлоксацин, гемифлоксацин, моксифлоксацин, тетрациклин, цефуроксимаксетин, цефтадизим, цефепим, левомицетин, ни-

статин, нитрофуранами (фурадонин, фурагин). Клинический материал получали из разных бактериологических лабораторий 

Республики Башкортостан. Бактериофаг выделяли по общепринятой методике из клинических отходов лабораторий. Для 
определения чувствительности бактериофага к клиническим штаммам Hafnia alvei использовали метод пятна (spot-test). Ана-

лиз результатов показал, что среди клинических штаммов Hafnia alvei к цефепиму проявили устойчивость – 7,5% (6 шт.), к це-

фтадизиму – 11% (9 шт.), к гемифлоксацину – 15% (12 шт.), к моксифлоксацину – 13,7% (11 шт.). 90±3,75% штаммов были 
одинаково устойчивы к ампицилину, ампициллину/сульбактаму, цефуроксимаксетину, цефалотину. Бактериофаг оказался 

способен лизировать 65 культур Hafnia alvei (81%) из 80 клинических штаммов, в том числе 60 антибиотикоустойчивых 

штаммов (75%). Обобщая результаты исследований, можно заключить, что цефтадизим, цефепим, гемифлоксацин, 
моксифлоксацин, бактериофаг могут быть использованы в качестве лечебно-профилактических препаратов при антибактери-

альной терапии инфекций, вызванных бактериями Hafnia alvei, в том числе для антибиотикорезистентных штаммов. 

Ключевые слова: бактерии Hafnia alvei, метод «бумажных дисков», антибиотики, ампициллин, ампицил-
лин/сульбактам, цефуроксимаксетин, антибиотикорезистентность, бактериофаги. 
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ANTIBIOTIC RESISTANCE OF CLINICAL STRAINS OF HAFNIA ALVEI 
 

The aim of the study was to determine the spectrum of drug resistance of Hafnia alvei clinical strains to the most widespread 

antibacterial drugs. The work evaluated sensitivity of bacteriophages to Hafnia alvei strains. Antibiotic resistance was established by 
disk diffusion test, where disks were saturated with 23 widely used antibiotics: penicillin, ampicillin, ampicillin/sulbactam, oxacil-

lin, carbenecillin, lincomycin, kanamycin, erythromycin, rifampicin, streptomycin, gentamycin, tobramycin, norfloxacin, gemiflox-
acin, moxifloxacin, tetracycline, axetine cefuroxime, ceftazidime, cefepime, chloromycetin, nystatin, and with nitrofurans: nitrofu-

rantoin, furaginum on 80 Hafnia alvei clinical strains, taken from patients with gastro-intestinal, urological and pyoinflammatory 

diseases. Clinical material was obtained from bacteriological laboratories of the Republic of Bashkortostan. Bacteriophage was re-
ceived by a common method from laboratory clinical wastes. To determine sensitivity of bacteriophage to Hafnia alvei clinical 

strains spot-test was applied. Analysis of the results showed that among Hafnia alvei clinical strains 7.5% (6 units) were resistant to 

cefepime, 11% (9 units) to ceftazidime, 15% (12 units)  – to gemifloxacin, 13.7% (11 units) – to moxifloxacin and were equally re-
sistant to ampicillin, ampicillin/sulbactam, axetine cefuroxime, cefolatin - 90±3.75. Bacteriophage can lyze 65 cultures (81%) from 

80 Hafnia alvei clinical strains, including antibiotic resistant – 60 strains (75%). Summering the results, one may conclude, that 

ceftazidime, cefepime, gemifloxacin, moxifloxacin and bacteriophage can be used as treatment and preventive drugs during antibac-
terial therapy of infections caused by Hafnia alvei bacteria, including antibiotic resistant strains. 

Key words: Hafnia alvei bacteria, disk diffusion test, antibiotics, ampicillin, ampicillin/sulbactam, axetine cefuroxime, antibi-

otic resistance, bacteriophages.   


