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Работа содержит результаты исследования влияния низких концентраций перекиси водорода на подвижность сперматозоидов чело-
века и активность специфического фермента сперматозоидов глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы. Показано, что инкубация 
сперматозоидов с перекисью водорода в низкой концентрации приводит к изменению и подвижности сперматозоидов, и активности 
фермента сперматозоидов. Выраженность наблюдавшегося эффекта зависела от концентрации перекиси водорода: активная под-
вижность повышалась на 17–19 %, а общая подвижность – на 11 %. Изменения подвижности сперматозоидов сопровождались по-
вышением активности глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы на 24 %, при нормозооспермии ответ был выше, чем при патозооспер-
мии, и  также зависел от  концентрации перекиси водорода. Использование спермоанализатора позволило выявить изменения 
диапазона разных скоростей активной фракции сперматозоидов, которые были отмечены в первые 15 мин инкубации с перекисью 
водорода. Обсуждается возможный механизм действия обнаруженного эффекта. Активные формы кислорода легко окисляют фермент 
глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназу сперматозоидов, что приводит к потере подвижности сперматозоидов, например, при вари-
коцеле. Исходно низкая активность фермента при варикоцеле (патозооспермия), возможно, связана с подавлением антиоксидантной 
защиты сперматозоидов. Добавление низких концентраций перекиси водорода в образцы со сперматозоидами приводит к повышению 
концентрации восстановленного глутатиона в клетке. Увеличение подвижности сперматозоидов при этом может служить инди-
катором нормальной работы клеточной системы антиоксидантной защиты. Полученные экспериментальные результаты создают 
предпосылки для их внедрения в клиническую практику, в программы вспомогательных репродуктивных технологий.
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The paper contains research data on the effect of low concentrations of hydrogen dioxide on human sperm motility and specific enzyme activity 
of sperms of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. It is shown that incubation of sperms with hydrogen dioxide in a low concentration leads 
to a change and motility in sperm and activity of sperm enzyme. Intensity of observed effect depended on the concentration of hydrogen dioxide: 
active mobility increased by 17–19 % and the total mobility – 11 %. Motility changes in sperms were accompanied by increased activity of glycer-
aldehyde-3-phosphate dehydrogenase by 24 %, in normozoospermia response was higher than in pathozoospermia and also depended on the con-
centration of hydrogen dioxide. The use of sperm analyzer enabled revealing changes in the diapason of different speeds of the active fraction 
of sperm, which have been observed in the first 15 min of incubation with hydrogen dioxide. A possible mechanism of action of the detected effect is 
discussed. Reactive oxygen species easily oxidize enzyme for glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase of sperms, which leads to a loss of sperm 
motility, for example, in varicocele. Initially low enzyme activity in varicocele (pathozoospermia) may be associated with the suppression of sperm 
antioxidant defense. Addition of low concentrations of hydrogen dioxide into sperm samples leads to an increase in the concentration of reduced 
glutathione in a cell. Increase of sperm motility in this case can serve as an indicator of normal operation of the cellular antioxidant defense system. 
Obtained experimental results provide a background for their introduction into clinical practice in the program of assisted reproductive technologies.

Key words: sperm, hydrogen dioxide, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, active sperm motility, total sperm motility, reactive oxy-
gen species, antioxidant protection, reduced glutathione, sperm analyzer, normozoospermia, pathozoospermia
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По  оценкам отечественных специалистов, демо-
графическая ситуация характеризуется снижением рож
даемости, и эта тенденция сохранится на протяжении 
многих лет. Доля бесплодных пар в РФ выше критиче-
ского уровня, установленного Всемирной организа
цией здравоохранения (ВОЗ) для простого воспроиз-
водства равным 15 %. По данным Центра акушерства, 
гинекологии и  перинатологии им. В. И.  Кулакова, 
в стране насчитывается более 4 млн бесплодных бра-
ков, что составляет 17 % [1, 2]. Причины, приводящие 
к бесплодию, многофакторны, что обусловливает труд-
ности диагностики и лечения. При этом, по данным 
мировых и  отечественных наблюдений, в  последние 
годы отмечено снижение показателей мужской фер-
тильности, и мужской фактор становится преоблада-
ющим в становлении бесплодия в браке [3, 4]. В рабо-
те М. В. Андреевой и соавт. [5] показано, что у мужчин 
репродуктивного возраста преобладает сниженный 
уровень подвижности сперматозоидов и  увеличение 
патологических форм половых клеток. Известно, что 
подвижность сперматозоидов обеспечивается за счет 
энергии гликолиза, одним из ферментов которого яв-
ляется спермоспецифичная форма глицеральдегид-
3-фосфатдегидрогеназы (ГАФДс), прочно связанная 
с фиброзным слоем жгутика [6–8]. Авторы полагают, 
что  возрастание подвижности сперматозоидов воз-
можно при участии агентов, снижающих продукцию 
активных форм кислорода (АФК). На  подвижность 
сперматозоидов отрицательно влияет избыток АФК, 
включая перекись водорода в клетке, который возни-
кает при заболеваниях органов репродуктивной сис-
темы и часто сопровождается изменениями спермато-
генеза в  виде различных форм патоспермии [9, 10]. 
Однако в литературе существуют данные о повышении 
активности некоторых типов клеток при действии пе-
рекиси водорода в низких концентрациях и даже о воз-
можной ее роли в регуляции клеточных функций.

Для изучения вопроса о возможной роли перекиси 
водорода в  сохранении и  поддержании параметров 
фертильности сперматозоидов на  физиологическом 
уровне мы исследовали ее влияние в концентрациях 
10 и 100 мкМ на один из важных параметров фертиль-
ности – подвижность клеток.

Материалы и методы
Материалом для  экспериментов служил эякулят, 

полученный от пациентов с различными заболевани-
ями половых органов: хронический простатит, вари-
коцеле. Эякулят был получен в соответствии с реко-
мендациями 5-го издания ВОЗ [11].

Проводили стандартный анализ эякулята на све-
товом микроскопе с увеличением × 400. Затем разлива-
ли эякулят по 1 мл и вносили 10 мкл перекиси водорода 
в  таком разведении, чтобы конечная концентрация 
перекиси водорода составила 10 и 100 мкМ. Опреде-

ляли изменение подвижности сперматозоидов через 
30 мин и 1 ч инкубации при комнатной температуре 
20–22 °С.

Подвижность сперматозоидов (активную и общую) 
рассчитывали как содержание в эякуляте подвижных 
клеток на 100 проанализированных. Эякулят, содер-
жавший сперматозоиды, инкубировали в течение 1 ч 
при комнатной температуре с перекисью водорода в кон-
центрациях 10 и 100 мкМ.

Контрольную пробу инкубировали в тех же усло-
виях без добавок. Данные представлены в виде сред-
него значения 13 экспериментов ± стандартная ошибка.

Определенный интерес представляло изучение из-
менения различных скоростей подвижности спермато-
зоидов. Абсолютные скорости определяли с помощью 
автоматического спермоанализатора АФС-500-2 (Би-
ола, Россия).

Непосредственно после определения подвижности 
сперматозоидов перекись водорода удаляли добавле-
нием каталазы (0,2 мкг на 1 мл образца) и сперматозо-
иды отделяли центрифугированием в течение 15 мин 
при 3000 об/мин. После этого в тех же образцах эяку-
лята измеряли активность фермента ГАФДс [12]. По-
лученные осадки суспендировали в  равном объеме 
фосфатно-солевого буфера и разрушали ультразвуком, 
затем измеряли дегидрогеназную активность в суспен-
зии разрушенных клеток. Приведены средние значе-
ния 10 независимых экспериментов ± стандартная 
ошибка.

Концентрацию перекиси водорода определяли 
спектрофотометрически при 230 нм, считая коэффи-
циент экстинкции равным 72,7 М –1 см –1.

Полученные результаты представлены в виде сред-
них арифметических значений исследованных пара-
метров и  их  стандартных ошибок. Результаты обра
батывались с  использованием критерия Стъюдента. 
Различия считали достоверными при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Эякулят был получен от  пациентов с  нормозоо-

спермией и с варикоцеле (n = 13).
На рис. 1 представлены результаты воздействия 

низких концентраций перекиси водорода (10 и 100 мкМ) 
на подвижность сперматозоидов. Как видно, через 1 ч 
инкубации действие перекиси водорода в обеих кон-
центрациях приводит к некоторому возрастанию под-
вижности: общей – на 11 %, активной – на 17–19 %.

Результаты измерений активности фермента ГАФДс 
представлены на рис. 2. Число наблюдений – 10. Об-
наружено повышение активности фермента на 22–24 % 
в тот же период времени.

Ниже приводятся результаты отдельных образцов 
эякулята. На рис. 3 показаны результаты воздействия 
перекиси водорода на активность фермента при нор-
мозооспермии и при варикоцеле (средние результаты 
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Рис. 1. Влияние перекиси водорода на подвижность сперматозоидов
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Рис. 2. Влияние перекиси водорода на активность ГАФДс
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Рис. 3. Изменение активности ГАФДс после 1 ч инкубации клеток без добавок (контроль) и в присутствии 10 и 100 мкМ перекиси водорода 
при нормозооспермии (а) и при варикоцеле (б)

4 наблюдений). Как видно из данных, представленных 
на рис. 3а, активность фермента ГАФДс при нормозоо
спермии возрастает при действии перекиси водорода 
в концентрации 10 мкМ, тогда как при концентрации 
100 мкМ этот эффект отсутствует. В то же время актив-
ность фермента в сперматозоидах, полученных от па-
циентов с  варикоцеле (см. рис. 3б), практически не 
увеличивалась при действии перекиси в обеих исполь-
зованных концентрациях.

При нормозооспермии ответ был более выразите-
лен и по отношению к исходному уровню, и при при-
менении различных концентраций перекиси водорода. 
При варикоцеле исходный уровень активности фер-
мента был ниже, чем при нормозооспермии, и ответ был 
также ниже и зависел от концентрации перекиси во-
дорода. Возможно, исходная низкая активность фер-
мента вызвана подавлением антиоксидантной защиты 
при длительно существующем варикоцеле за счет вы-
сокого содержания в  клетке АФК, как  подчеркнуто 
в обзоре [10].

Как видно из таблицы, инкубация сперматозоидов 
в  течение 15, 30 мин, 1 и  3 ч с  перекисью водорода 
в концентрациях 10 и 100 мкМ не приводит к сущест-
венному изменению содержания подвижных клеток 
в  различных интервалах скоростей движения. Обра-
щает на себя внимание тот факт, что во всех случаях 
наблюдается некоторое возрастание содержания под-
вижных клеток при концентрации перекиси водорода 
100 мкМ по сравнению с таковым при 10 мкМ.

Заключение
Таким образом, действие низких концентраций пе

рекиси водорода приводит к повышению подвижности 
сперматозоидов в  разной степени в  зависимости от 
концентрации перекиси. При этом одновременно бы-
ло обнаружено незначительное увеличение активности 
фермента ГАФДс. Такой эффект, исходя из исследова-
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ний, проведенных ранее, нельзя объяснить прямым 
взаимодействием перекиси водорода и ГАФДс. Можно 
предположить, что выявленный эффект связан с акти-
вацией метаболических путей, приводящих к увеличе-
нию содержания восстановленного глутатиона, т.  е. 
с активацией системы антиоксидантной защиты спер-
матозоидов. Глутатион является естественным восста-
новителем окисленных цистеиновых остатков, поэто-
му его накопление может приводить к восстановлению 
окисленных активных центров ГАФДс и  тем  самым 
к  повышению активности фермента. В  этом случае 
положительный эффект, связанный с  активизацией 

Относительное содержание в эякуляте активноподвижных сперматозоидов (%) с разными скоростями движения при воздействии перекиси 
водорода в различных концентрациях

Скорость движения 
сперматозоидов, мкм/с

Исходно
15 мин 30 мин 1 ч 3 ч

Контроль, 3 ч
100 мкМ 10 мкМ 100 мкМ 10 мкМ 100 мкМ 10 мкМ 100 мкМ 10 мкМ

25–50 12,2 13,0 11,0 14,5 11,7 16,0 12,7 13,0 12,0 7,0

50–100 10,7 11,0 9,0 10,5 8,0 9,0 8,0 8,2 6,7 5,0

Выше 100 6,3 7,0 6,0 7,2 5,7 6,7 5,7 5,5 5,0 2,5

Всего 30,2 31,0 26,0 32,2 25,4 31,7 26,4 26,7 23,7 14,5

Примечание. Сперматозоиды инкубировали с перекисью водорода в концентрациях 10 и 100 мкМ в течение 1 ч при комнатной температуре. 
Нижняя строка таблицы показывает суммарное количество активноподвижных клеток, остальные клетки относятся к фракции малопод-
вижных и с нарушенной подвижностью.

фермента в сперматозоидах в присутствии низких кон-
центраций перекиси водорода, может служить инди-
катором нормальной работы клеточной системы ан-
тиоксидантной защиты.

Одним из практических результатов исследования 
является возможность повышения подвижности спер-
матозоидов при исходной астенозооспермии и исполь-
зование подвижных сперматозоидов в  программах 
вспомогательных репродуктивных технологий (экстра-
корпоральное оплодотворение, интрацитоплазматиче-
ская инъекция сперматозоида, супружеская инсеми-
нация), а также после криоконсервации.
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Анализаторы 
фертильности спермы 
БИОЛА АФС-500-2

Особенности:
• Запатентованный	метод	исследования:

позволяет	быстро	и	точно	выявлять		
все	дискриминационные	параметры

• Возможность	проводить	исследования
в	нативной	среде

• Получение	воспроизводимых	результатов
высокой	точности

• Простота	в	эксплуатации
• Полное	отсутствие	расходных	материалов
• Возможность	съемки	фото	и	видео

в	реальном	времени

Определяемые параметры:
• Общая	концентрация	сперматозоидов	(TSC)
• Концентрация	подвижных

сперматозоидов	(MSC)
• Концентрация	функциональных

сперматозоидов	(FSC)
• Индекс	подвижности	спермы	(SMI)
• Подвижность	быстрых	(a)
• Прогрессивная	подвижность	(a + b)
• Истинная	подвижность	(быстрее	4	мкм/с)
• Непрогрессивная	подвижность	+	очень

медленные	(менее	4	мкм/c)

• Расчет	сперматозоидов	с	нормальной
морфологией

• Средняя	скорость	сперматозоидов
• Общее	количество	сперматозоидов
• Общее	количество	подвижных

сперматозоидов	(TMS)
• Общее	количество	функциональных

сперматозоидов

Спермоанализаторы	БИОЛА АФС-500-2 
предназначены	для	исследования	спермато-
зоидов	в	неразбавленном	эякуляте.	Прибор	
позволяет	быстро	и	точно	диагностировать	
нарушения	репродуктивной	функции	у мужчин		
и определить	тактику	лечения.	Устройство	
поставляется	с	универсальным	программным	
обеспечением	и	встроенным	цифровым	
микроскопом.

ООО НПФ «БИОЛА»
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