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 Введение .  Новый способ обработки хирургически полученного материала из яичка/придатка основан на 
дифференциальном центрифугировании,  которое ранее никогда не применяли для работы со сперматозоидами. 
Клетки биоптата/аспирата разделяют в соответствии со скоростью седиментации, таким образом сперматозоиды 
остаются в супернатанте, а осадок с эритроцитами, прочими клетками и дебрисом удаляется. Фракция единичных 
сперматозоидов из супернатанта может быть получена даже в самых тяжелых случаях. 

 Материалы  и  методы .  Всего методом дифференциального центрифугирования обработано 436 биологи-
ческих образцов из яичка/придатка, полученных хирургическим путем у 398 пациентов с азооспермией. Для 
оценки эффективности нового подхода каждый биологический образец был отнесен к определенной категории 
качества исходя из содержания сперматозоидов при интраоперационном исследовании.  Выделенные сперма-
тозоиды  использовали для оплодотворения ооцитов и/или криоконсервировали. Выполнен ретроспективный 
анализ данных. 

 Результаты .  При микроскопическом исследовании хирургически полученного биологического материала у 
237  пациентов (59,5%) был обнаружен по крайней мере один сперматозоид во всем объеме пробы. Эффектив-
ность дальнейшей обработки методом дифференциального центрифугирования независимо от качества образца 
составила 99,6%  (сперматозоиды для оплодотворения были получены в 236 случаях, а в 214 из них дополни-
тельно была выполнена криоконсервация – 90,7%). У 199 пациентов при интраоперационном исследовании 
хирургически полученного биологического материала сперматозоиды не обнаружены. После обработки методом 
дифференциального центрифугирования единичные сперматозоиды выделены и использованы для оплодотворе-
ния ооцитов в 40 случаях (20%). 

 Заключение .  Новый способ позволяет выделить мужские половые клетки из хирургически полученного 
материала и использовать их для оплодотворения и/или криоконсервировать даже в самых тяжелых случаях, 
когда стандартный метод, основанный на простой отмывке с последующим отбором сперматозоидов из осадка, 
малоэффективен.

 Ключевые  слова :  азооспермия, биопсия из яичка/придатка, аспирация из придатка, хирургическое получе-
ние сперматозоидов, дифференциальное центрифугирование, единичные сперматозоиды. 
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A new effective method for isolating single spermatozoa from surgically obtained material in 
azoospermia
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 Introduction.  Conventional methods of processing testicular and epididymal specimens are based on simple 
washing, so that spermatozoa are contaminated with other cells and difficult to recover from the sediment. The newly 
method is based on differential centrifugation, which has never been used for male germ cells before. Cell particles 
are separated according to their sedimentation rate so that spermatozoa remain in the supernatant, whereas the 
sediment with extra cells and debris is removed. A pure fraction of spermatozoa from supernatant is retrieved even in 
severe cases. 

 Methods.   A total of 436 specimens surgically obtained from epididymis/testis in 398 patients were treated using 
method of differential centrifugation. To evaluate the effectiveness of the new approach, each biological sample was 
assigned to a specific quality category based on sperm content during intraoperative examination. The recovered 
spermatozoa were used to fertilize the fresh spouse’s oocytes and/or cryopreserved. A retrospective data analysis was 
performed.

 Results.  The microscopic examination surgically obtained specimens revealed at least one spermatozoon in all 
fields of view in 237 patients (59,5%). The further processing by differential centrifugation was 99,6% efficient 
(spermatozoa for fertilization were recovered in 236 cases, including cryopreservation in 214 cases). In 199 patients 
no spermatozoa were found during intraoperative examination. After treatment by differential centrifugation, single 
spermatozoa were isolated and used for oocyte fertilization in 40 cases (20%).

 Conclusion.  The newly proposed method of processing cell suspensions for spermatozoa recovery allows obtaining 
male germ cells from biopsy samples and using them for fertilization, especially if they are critically low in number 
and conventional methods for sperm recovery do no work or inefficient.

 Keywords:  azoospermia, testicular/epididymis biopsy, epididymal aspiration, surgical sperm retrieval, differential 
centrifugation, single spermatozoa.
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Введение

Применение хирургического подхода для полу-

чения сперматозоидов при азооспермии является 

распространенной практикой на пути преодоления 

данного вида мужского бесплодия [1]. Аспират или 

биоптат из придатка/яичка подлежат микроскопи-

ческому исследованию и дальнейшей обработке в 

условиях эмбриологической лаборатории. На лабо-

раторном этапе из хирургически полученных биоло-

гических образцов осуществляют выделение сперма-

тозоидов в целях вспомогательных репродуктивных 

технологий (ВРТ) [2, 3].

Согласно руководству ВОЗ [4], для обработки аспира-

та из эпидидимиса с высоким содержанием сперматозо-

идов может быть применен метод центрифугирования в 

градиенте плотности, в то время как для обработки аспи-

рата с низким содержанием сперматозоидов и тестику-

лярных образцов используют метод простой отмывки. 

Кроме того, для работы с биологическим материалом с 

низким содержанием сперматозоидов предложены раз-

личные лабораторные подходы и техники, которые так-

же основаны на методе простой отмывки и направлены 

на дальнейшую идентификацию единичных половых 

клеток, их отбор, использование при оплодотворении 

и криконсервацию [2–8]. В числе возможных альтерна-

тивных способов обработки тестикулярных образцов 

выделяют новые технологии клеточной сортировки [5] 

и центрифугирование в градиенте плотности [6]. Однако 

вопрос получения половых клеток из биоптата/аспирата 

на лабораторном этапе все еще остается актуальным: до 

сих пор не существует универсального способа, который 

мог бы в полной мере обеспечить выделение единичных 

сперматозоидов из хирургически полученного биологи-

ческого материала [2, 3, 5, 7–12]. 

Проблема хирургического получения сперматозо-

идов обусловлена значительной контаминацией био-

логических образцов эритроцитами и соматическими 

клетками [2–4, 7, 8, 13]. В результате обработки су-

спензии из придатка или яичка все ее компоненты 

оказываются сконцентрированными в едином осадке 

(рис. 1А), что приводит к потере мужских половых 
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Рисунок 1. Методы обработки хирургически полученного мате-
риала из яичка/придатка: А – простая отмывка; Б – диффе-
ренциальное центрифугирование 
Figure 1. Methods of processing testicular and epididymal specimens:
А – simple washing; B – differential centrifugation 
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клеток, а также осложняет или делает невозможным 

их поиск и дальнейшее извлечение [2–4, 8]. Согласно 

опубликованным данным, способы обработки биоп-

тата или аспирата, основанные на методе простой 

отмывки, имеют ограничения, а ключевую роль в по-

лучении сперматозоидов отводят субъективному под-

ходу эмбриолога к работе с каждым тестикулярным 

или эпидидимальным образцом [2, 8, 14]. В связи с 

этим поиск новых универсальных и эффективных 

способов обработки биологических образцов из яич-

ка или придатка остается актуальной задачей [3, 7]. 

Если говорить об эффективности хирургического 

способа получения сперматозоидов при азооспермии, то, 

по опубликованным данным, этот показатель находится 

в широких пределах – от 18 до 70%, что обусловлено кли-

ническим различием групп пациентов, разнообразием 

применяемых хирургических и эмбриологических тех-

ник, степенью раскрытия информации и особенностью 

интерпретации результатов [12]. Большинство исследова-

ний в данной области направлено на поиск корреляции 

между причиной азооспермии и результатом операции 

с учетом применяемой терапии или способа хирургиче-

ского вмешательства [15]. Таким образом, существующие 

показатели эффективности хирургического получения 

сперматозоидов не могут быть референтными для оцен-

ки лабораторных методов обработки соответствующего 

биологического материала. Несмотря на очевидную за-

висимость вероятности получения сперматозоидов от 

их количественного содержания в биологическом образ-

це, до сих пор не представлены критерии лабораторной 

оценки качества биоптата или аспирата, основанные на 

характеристике полученного биологического материала; 

не обозначены пороговые значения содержания сперма-

тозоидов, при которых тот или иной метод обработки мо-

жет быть достаточно эффективным. 

В предложенной статье представлен новый способ 

обработки хирургически полученного биологического 

материала из придатка или яичка [16], который основан 

на методе дифференциального центрифугирования и 

ранее никогда не был применен в работе с мужскими 

половыми клетками. Параметры центробежной силы и 

времени подобраны экспериментальным путем и явля-

ются специфическими для данной биологической си-

стемы. Новизной и преимущественной особенностью 

предложенного подхода является то, что после обработ-

ки биоптата или аспирата сперматозоиды извлекают 

не из осадка, представленного массой эритроцитов и 

соматических клеток, а из надосадочной жидкости – 

очищенной фракции наименьших по размеру и весу ча-

стиц, что значительно облегчает их дальнейший поиск 

и выделение в целях ВРТ [17, 18] (рис. 1Б). 

Для объективной оценки результативности ново-

го метода нами была предложена характеристика ка-

чества обрабатываемого биологического материала, 

основанная на количественном содержании сперма-

тозоидов. В ретроспективном неконтролируемом ис-

следовании впервые получены данные об эффектив-

ности хирургического получения сперматозоидов в 

контексте качества биологического материала и при-

меняемой к его обработке лабораторной технологии. 

Показана эффективность нового метода при вы-

делении сперматозоидов для оплодотворения и крио-

консервации из эпидидимальных и тестикулярных 

образцов разного качества; проанализированы край-

не тяжелые клинические случаи с успешным получе-

нием сперматозоидов из биологического материала, 

в котором при первичной микроскопической оценке 

мужские половые клетки обнаружены не были. Ме-

тод проиллюстрирован клиническими примерами. 

Материалы и методы
Детальное описание нового способа обработки 

хирургически полученного биологического матери-

ала из яичка/придатка методом дифференциального 

центрифугирования опубликовано ранее [16]. 

Параллельная обработка биоптата из яичка метода-
ми дифференциального центрифугирования и простой 
отмывки (клинический пример). Полученные в ходе 
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биопсии с микродиссекцией из яичка биологические 

образцы тестикулярной ткани были разделены на две 

равные части и обработаны общепринятым спосо-

бом простой отмывки [12] (рис. 1А) и новым методом 

дифференциального центрифугирования (рис. 1Б) 

соответственно. Проведена сравнительная оценка 

эффективности указанных способов, примененных к 

одному биологическому материалу. 

Оплодотворение ооцитов и криоконсервация выде-
ленных сперматозоидов. Выделенные из супернатанта 

сперматозоиды использовали для оплодотворения оо-

цитов в синхронном цикле ЭКО и/или криоконсерви-

ровали для отсроченного использования в целях ВРТ. 

Для идентификации живых сперматозоидов и отбора 

единичных половых клеток для внутрицитоплазмати-

ческой инъекции в ооцит применяли общепринятые 

подходы [18]. Криоконсервацию мужских половых 

клеток проводили согласно протоколам производите-

лей коммерческих сред для замораживания гамет че-

ловека, в качестве крионосителей использовали крио-

соломины объемом 0,25 мл. или криотопы [19].

Группы исследования. Всего в период с 2012 по 2023 г. 

методом дифференциального центрифугирования 

было обработано 357 образцов (биоптатов) тести-

кулярной ткани, 17 биоптатов из эпидидимиса и 

62 образца аспирата из эпидидимиса, полученных 

хирургическим путем у 398 пациентов с азоосперми-

ей. Выполнен ретроспективный анализ данных.  

Каждый образец хирургически полученного биоло-

гического материала (аспират или суспензия из биоптата 

после первичной обработки) на основании результата 

первичной микроскопической оценки (х200) был отне-

сен к определенной категории качества (А–Е): А – один 

и более сперматозоидов на пять полей зрения; Б – один 

сперматозоид на 6–10  полей зрения; В – один сперма-

тозоид на 10–20 полей зрения; Г – один сперматозоид 

на 20–40 полей зрения;  Д – единичные сперматозоиды 

на все поля зрения всего объема полученного биологи-

ческого материала; Е – сперматозоиды не обнаружены. 

Для каждого типа биологического материала и в ка-

ждой его категории была проведена оценка возможности 

выделения сперматозоидов в достаточном количестве 

для выполнения внутрицитоплазматической инъекции 

в ооцит в синхронном цикле ЭКО или для криоконсер-

вации. Эффективным считали выделение в тех случаях, 

когда сперматозоиды были получены и использованы, по 

крайней мере, для оплодотворения ооцитов. Для случаев 

с выполненной криоконсервацией выделенных сперма-

тозоидов учитывали количество крионосителей с содер-

жанием сперматозоидов, достаточным для выполнения 

эквивалентного количества циклов ЭКО (один крионо-

ситель – одна программа ЭКО). 

Для самых сложных клинических случаев (катего-

рия качества биологического материала «Е» – спер-

матозоиды не обнаружены), в которых в результате 

дифференциальной обработки были успешно выде-

Рисунок 2. Материал биопсии из яичка при НОА, обработанный разными способами (сперматозоиды отмечены стрелками):  
А – суспензия из яичка (х200); Б – осадок после простой отмывки (х400); B – выделенная фракция сперматозоидов, полученная 
в результате дифференциального центрифугирования суспензии (х400); Г – выделенная фракция сперматозоидов, полученная в 
результате дифференциального центрифугирования осадка после простой отмывки 
Figure 2. Testicular biopsy material from patient with NOA treated in different ways (spermatozoa indicated by arrows): А – testicular 
biopsies suspension (x200); B – cell sediment after simple washing (x400);  С – pure fraction of spermatozoa, retrieved after 
differential centrifugation of suspension; D – pure fraction of spermatozoa, retrieved after differential centrifugation of sediment after 
simple washing   
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лены единичные сперматозоиды, проанализирова-

ны клинико-эмбриологические показатели: наличие 

генетической патологии у пациента, гистологическая 

оценка сперматогенеза, доля нормальных зигот от об-

щего числа ооцитов, доля бластоцист от общего чис-

ла полученных эмбрионов, доля рекомендованных к 

переносу эмбрионов по результату преимплантаци-

онного генетического тестирования (ПГТ), частота 

наступления беременности (ЧНБ) на программу ВРТ 

(синхронный цикл ЭКО, перенос размороженных 

эмбрионов) и кумулятивная ЧНБ на пациента. 

Результаты
Параллельная обработка биоптата из яичка методами 

дифференциального центрифугирования и простой отмывки 
(клинический пример). Пациент, 33 г., секреторная форма 

азооспермии. В ходе биопсии с микродиссекцией из яичка 

получены образцы тестикулярной ткани, представленные 

фрагментами семенных канальцев, в общем объеме отмы-

вочной среды 10 мл. При микроскопическом исследова-

нии клеточной суспензии, полученной после первичной 

механической обработки, обнаружены сперматозоиды в 

количестве одного на 20 полей зрения (х200) (рис. 2А).

В результате простой отмывки получен осадок, 

содержащий единичные сперматозоиды в количестве 

одного на десять полей зрения (х400) (рис. 2Б). Поиск 

и извлечение сперматозоидов затруднены, криокон-

сервация биологического материала данного каче-

ства не рекомендована [21]. 

В результате дифференциального центрифугирова-

ния фракция сперматозоидов была отделена от других 

компонентов суспензии. Содержание сперматозоидов, 

выделенных из супернатанта, составило от двух до пяти 

в одном поле зрения (х400) (рис. 2В). Полученные спер-

матозоиды были использованы для оплодотворения 

ооцитов в синхронном цикле ЭКО, оставшаяся часть 

биологического материала криоконсервирована в двух 

криосоломинах по 0,25 мл; количества выделенных 

сперматозоидов на каждом крионосителе достаточно для 

проведения процедуры ICSI после размораживания. 

В целях сохранения части биологического мате-

риала, обработанной методом простой отмывки, по-

лученный осадок был ресуспендирован в объеме от-

мывочной среды (10 мл) и также обработан методом 

дифференциального центрифугирования. Содержа-

ние сперматозоидов, выделенных из супернатанта, 

составило от двух до пяти в одном поле зрения (х400) 

(рис. 2Г). Выделенные сперматозоиды криоконсер-

вированы еще в двух криосоломинах по 0,25 мл. 

Применение метода дифференциального центри-

фугирования для выделения сперматозоидов из эпи-

дидимальных и тестикулярных образцов различного 

качества (таблица 1). 

Независимо от вида или качества полученного био-

логического материала (аспират или биоптат из яичка/

придатка; качество «А» – «Г»), мужские половые клетки 

для проведения внутрицитоплазматической инъекции 

в ооцит были успешно выделены во всех случаях. При 

обработке биоптата из яичка качества «Д» (до одного 

сперматозоида на все поля зрения) эффективность вы-

деления сперматозоидов составила 96%.  

Криоконсервация выделенных сперматозоидов 

была выполнена во всех случаях обработки аспирата 

или биоптата из придатка независимо от их началь-

ного количественного содержания, а также во всех 

случаях обработки биоптата из яичка при качестве 

биологического материала «А» – «В» (до одного спер-

матозоида на 10–20 полей зрения, х200). При качестве 

биоптата из яичка «Г» (до одного сперматозоида на 

20–40 полей зрения, х200) и «Д» (до одного сперма-

тозоида на все исследованные поля зрения) криокон-

сервация выделенных сперматозоидов выполнена в 

81% и 27% случаев соответственно.

Число крионосителей с выделенными сперма-

тозоидами, полученными от одной хирургической 

процедуры с последующей обработкой аспирата или 

биоптата, составило от одного до шестнадцати и было 

прямо пропорционально исходному качеству получен-

ного биологического материала. Согласно результату 

микроскопической оценки биологического материала 

перед криоконсервацией, во всех случаях содержания 

выделенных сперматозоидов на каждом крионосителе 

достаточно для проведения программы ЭКО. 

Применение метода дифференциального центрифу-
гирования к тестикулярным образцам, в которых при ин-
траоперационном микроскопическом исследовании спер-
матозоиды не обнаружены. При микроскопическом 

исследовании всего объема биологического материала, 

полученного из биоптата из яичка после его первичной 

механической обработки, в 199 случаях из 357 (55,74%) 

сперматозоиды обнаружены не были (группа качества 

биологического материала «Е», таблица 1). Однако в ре-

зультате последующего применения технологии диффе-

ренциального центрифугирования из биологического 

материала данного качества в 40 случаях из 199 (20,10%) 

были выделены единичные сперматозоиды для проведе-

ния внутрицитоплазматической инъекции в ооцит; в двух 

случаях из сорока выполнена криоконсервация остав-

шихся единичных сперматозоидов, в том числе у паци-

ента с синдромом Клайнфельтера. 

Клинико-эмбриологические показатели в группе па-
циентов с успешным получением сперматозоидов при 
отсутствии сперматозоидов в биоптате из яичка по результа-
ту интраоперационного микроскопического исследования. 

У всех сорока пациентов данной группы ранее 

была выявлена необструктивная азооспермия (НОА) 
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различного генеза, в том числе в шестнадцати случаях 

НОА являлась генетически обусловленной или отя-

гощенной патологией кариотипа.

Клинико-эмбриологические данные группы с 

НОА, отягощенной генетическим фактором, пред-

ставлены в таблице 2. Возраст пациентов составил 

31,12 + 4,48 года; гистологическая оценка сперма-

тогенеза по шкале Гольштейна [22] варьировала от 

7 до 1 балла (от значительно сниженного спермато-

генеза без зрелых сперматид и спермиации до герми-

нально-клеточной аплазии у пациентов с синдромом 

Клайнфельтера); частота нормального оплодотворе-

ния ооцитов выделенными сперматозоидами состави-

ла 58,2% (64/111); частота формирования бластоцист – 

71,9% (46/64); доля эмбрионов, рекомендованных к 

переносу по результату ПГТ (диагностика выполнена 

в 13 случаях из 16), – 52,6% (20/38); частота насту-

пления беременности на цикл ВРТ с переносом 

эмбрионов (синхронный цикл ЭКО, перенос размо-

роженных эмбрионов) – 21,1% (4/19); кумулятивная 

45 8 7 2
10+1,37 8,6+1,4 4,3+1,1 2

2 8 2 2 2
9,0+1,4 7,5+0,9 3,5+0,7 1,5+0,7 1

13 34 51 37 22 40
13 34 51 30 6 2

8+1,4 7,4+1,1 3,7+0,7 1,4+0,6 1 1
96% 20%

81% 27% 5%

100%

(x200): 

***

****

100%
100%

100%

Specimens quality in intraoperative study* B(n=8) C(n=7) D(n=2) E(n=0) F(n=0)
Successful spermatozoa retrieval for ICSI and/or cryopreservation (number of cases) 45 8 7 2
Number of cryonic carriers** 10+1,37 8,6+1,4 4,3+1,1 2
Efficacy of spermatozoa extraction for ICSI and/or cryopreservation (cases rate)

Specimens quality in intraoperative study* B(n=8) C(n=3) D(n=2) E(n=2) F(n=0)
Successful spermatozoa retrieval for ICSI and/or cryopreservation (number of cases) 2 8 2 2 2
Number of cryonic carriers** 9,0+1,4 7,5+0,9 3,5+0,7 1,5+0,7 1
Efficacy of spermatozoa extraction for ICSI and/or cryopreservation (cases rate)

Specimens quality in intraoperative study* B(n=34) C(n=51) D(n=37) E(n=23) F(n=199)
Successful spermatozoa retrieval for ICSI (number of cases) 13 34 51 37 22 40
Successful spermatozoa retrieval for cryopreservation (number of cases) 13 34 51 30 6 2
Number of cryonic carriers** 8+1,4 7,4+1,1 3,7+0,7 1,4+0,6 1 1
Efficacy of spermatozoa extraction for ICSI (cases rate) 96% 20%
Efficacy of spermatozoa extraction for cryopreservation (cases rate) 81% 27% 5%

Table 1. Surgically obtained epididymal/testicular specimens processed by differential centrifugation

Aspirate from the epididymis (N=62)

***

100%
Epididymal biopsies (N=17)

****

100%

***In case of low or no spermatozoa in the epididymis aspirate, a biopsy specimen from the epididymis and/or testis was further obtained and processed. 
****In case of low or no spermatozoa in the biopsy specimen from the epididymis, a biopsy specimen from the testis was further obtained and processed. 

Testicular biopsies (N= 357)

100%
100%

* The quality of biological material during intraoperative examination (x200): A - one or more spermatozoa per five fields of view; B - one sperm per 6-10 fields of 
view; C - one sperm per 10-20 fields of view; D - one sperm per 20-40 fields of view; E - single spermatozoa in all fields of view of the entire volume of the 
obtained biological material; F - no one spermatozoa were found.
**The minimal possible number of cryonic carriers containing spermatozoa in sufficient quantity for ICSI (one cryonic carrier - one IVF program).О
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частота наступления беременности – 25,0% (4/16). На 

данный момент рождено трое здоровых детей, в том 

числе первый в мире ребенок от отца с НОА и одно-

временным носительством реципрокной транслока-

ции [23]; одна беременность замерла на раннем сроке. 

В группе с НОА, не отягощенной генетическим фак-

тором (24 случая), возраст пациентов составил 34,78 + 

6,4 года; гистологическая оценка сперматогенеза по 

шкале Гольштейна – 8–6 баллов, что соответствует 

значительному и резкому снижению сперматогенеза 

(от единичных зрелых сперматид без спермиации до 

единичных незрелых сперматид); частота нормально-

го оплодотворения – 58,6% (92/157); частота форми-

рования бластоцист – 61,9% (57/92); доля эмбрионов, 

рекомендованных к переносу по результату ПГТ (диа-

гностика выполнена у 11 пациентов), – 71,4% (25/35); 

частота наступления беременности на цикл ВРТ с пе-

реносом эмбрионов (синхронный цикл ЭКО, перенос 

размороженных эмбрионов) – 37,5% (12/32); куму-

лятивная частота наступления беременности – 50% 

(12/24). На данный момент рождено десять здоровых 

детей, две беременности прервались на ранних сроках. 

Обсуждение
В качестве демонстрации нового подхода предложен 

клинический пример с параллельной обработкой одно-

го образца тестикулярной ткани традиционным спосо-

бом простой отмывки и методом дифференциального 

центрифугирования соответственно. Показано, что при 

содержании сперматозоидов в суспензии из яичка в ко-

личестве одного на 20 полей зрения (х200) метод простой 

отмывки если и обеспечивает визуализацию единичных 

половых клеток в осадке, то не гарантирует их получения 

для проведения оплодотворения или криоконсервации. 

Одновременно с этим метод дифференциального центри-

фугирования обеспечивает получение сперматозоидов 

как для выполнения оплодотворения, так и для криокон-

сервации. Применение нового подхода к уже обработан-

ному стандартным способом, но малоперспективному 

для целей ВРТ биологическому материалу также позво-

ляет выделить сперматозоиды в достаточном количестве 

для оплодотворения и криоконсервации, что в явном виде 

демонстрирует преимущество метода дифференциально-

го центрифугирования перед методом простой отмывки. 

Метод дифференциального центрифугирова-

ния, впервые предложенный для разделения компо-

нентов суспензии из тестикулярных/эпидидималь-

ных образцов, принципиально отличается от всех 

известных ранее способов и решает основную пробле-

му контаминации аспирата или биоптата эритроцита-

ми и соматическими клетками. Результатом диффе-

ренциального центрифугирования является получение 

относительно чистой фракции частиц наименьшего 

размера и веса, к которым относятся и сперматозои-

ды, что решает основную проблему их идентифика-

ции и выделения, а также минимизирует риск потери. 

Результаты представленного ретроспективного иссле-

дования показывают, что новый способ обеспечивает 

выделение мужских половых клеток из хирургически 

полученного биологического материала практически 

во всех случаях, если при интраоперационном иссле-

довании визуализирован хотя бы один сперматозоид. 

Общепринятой лабораторной обработке подле-

жит биологический материал из придатка/яичка, в 

котором сперматозоиды легко идентифицируются, в 

противном случае оперативное вмешательство счита-

ют неэффективным [3]. К настоящему времени в ли-

тературе описан единственный клинический случай, 

когда у пациента с НОА при отрицательном интрао-

перационном исследовании сперматозоиды удалось 

выделить в ходе последующей стандартной обработ-

ки методом простой отмывки [24]. Таким образом, 

безусловным показателем эффективности нового 

предложенного подхода является возможность полу-

чения сперматозоидов у пациентов с отрицательным 

результатом интраоперационного исследования.

Нами впервые показано, в каждом пятом случае, 

когда при интраоперационном микроскопическом 

исследовании биоптата из яичка сперматозоиды не 

обнаружены, возможно получение единичных спер-

матозоидов путем дифференциального центрифуги-

рования. Особого внимания заслуживают случаи с 

НОА, отягощенной генетическим фактором, когда 

прогноз на получение сперматозоидов изначально 

может быть неблагоприятным. Благодаря примене-

нию метода дифференциального центрифугирования 

показано, что у пациентов с НОА при генетически об-

условленном и гистологически подтвержденном на-

рушении развития мужских половых клеток (вплоть 

до герминально-клеточной аплазии) не исключен 

завершенный сперматогенез и возможно получение 

сперматозоидов даже при отрицательном интраопе-

рационном исследовании. Выделенные единичные 

сперматозоиды могут быть использованы для опло-

дотворения ооцитов с положительным исходом про-

граммы ВРТ – достижением беременности и родов. 

Таким образом, даже в крайне тяжелых случаях с 

НОА, когда содержание сперматозоидов критически 

мало и находится за порогом возможности их визу-

ализации при первичной микроскопической оценке, 

новый метод обеспечивает  не только их выделение, 

но и результативное использование.  

Клинико-эмбриологические показатели программы 

ВРТ у пациентов с отрицательным результатом интра-

операционного исследования (частота нормального 

оплодотворения, частота формирования бластоцист, 
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Hol 2pn/
MII 

Bl/ 
2pn

1 33 47, XXY,9ph+; AZFc: sY1291 1 2/2 2/2 2/2 2

2 35 46,XY,t(2;13)(p13;q22);              3-4 2/4 2/2 0/2 _ _

3 27 6-7 3/8 2/3 1/2 1 [23]

4 25 47,XXY 1 3/8 3/3 2/3 2

5 22 47,XXY 2 7/7 7/7 4/7 1
6 31 47,XXY 1 10/11 4/10 2/4 2
7 28 6 3/5 3/3 _ 2
8 35 4 4/6 4/4 _ 1
9 32 AZFc: sY157; sY254; sY255 6 11/14 4/11 1/4 1
10 35 AZFc: sY242; sY254; sY1206; 6-7 2/8 2/2 1/2 1

11 34 sY255, sY1206 5 2/3 2/2 2/2 1

12 25 sY255, sY1206 5 1/6 1/1 1/1 1

13 33 AZFc: sY254; sY255 6 2/6 1/2 _ 1
14 36 AZFc: sY 157; sY254; sY255 5 5/7 4/5 2/4 2

15 29 AZFc: sY254;sY255;sY1291; 
sY1206; sY242 2-3 2/8 1/2 0/1 _ _

16 38 AZFc:  sY254, sY255, sY1291, 
sY1206, sY242 5 5/8 4/5 2/4 1

age Genetic factor Pathological anatomical examination of biopsy 
(surgical) material

Hol 2pn/
MII 

Bl/ 
2pn

PGT ET Pregnancy/delivery

1 33 47, XXY,9ph+; AZFc: sY1291 Germ cell aplasia 1 2/2 2/2 2/2 2 no

2 35 46,XY,t(2;13)(p13;q22);              Maturation arrest at the primary spermatocyte stage 3-4 2/4 2/2 0/2 _ _

3 27 Impaired of spermatids differentiation 6-7 3/8 2/3 1/2 1 YES/healthy boy [23]
4 25 47,XXY Germ cell aplasia, Leydig cell hyperplasia 1 3/8 3/3 2/3 2 no
5 22 47,XXY Germ cell aplasia 2 7/7 7/7 4/7 1 YES/LP (7 weeks)
6 31 47,XXY Germ cell aplasia 1 10/11 4/10 2/4 2 no
7 28 Impaired of spermatids differentiation 6 3/5 3/3 _ 2 YES/healthy boy
8 35 Maturation arrest at the primary spermatocyte stage 4 4/6 4/4 _ 1 no
9 32 AZFc: sY157; sY254; sY255 Impaired of spermatids differentiation 6 11/14 4/11 1/4 1 no
10 35 AZFc: sY242; sY254; sY1206; Impaired of spermatids differentiation 6-7 2/8 2/2 1/2 1 no

11 34 sY255, sY1206 Maturation arrest at the primary spermatocyte stage 5 2/3 2/2 2/2 1 no

12 25 sY255, sY1206 Maturation arrest at the primary spermatocyte stage 5 1/6 1/1 1/1 1 no

13 33 AZFc: sY254; sY255 Impaired of spermatids differentiation 6 2/6 1/2 _ 1 no
14 36 AZFc: sY 157; sY254; sY255 Maturation arrest at the primary spermatocyte stage 5 5/7 4/5 2/4 2 no

15 29 AZFc: sY254;sY255;sY1291; 
sY1206; sY242

Maturation arrest at the spermatogonia stage with the 
onset of atrophy 2-3 2/8 1/2 0/1 _ _

16 38 AZFc:  sY254, sY255, sY1291, 
sY1206, sY242 Maturation arrest at the primary spermatocyte stage 5 5/8 4/5 2/4 1 YES/healthy girl

NOA - non-obstructive azoospermia; AZFc -Y chromosome microdeletions in the AZF locus, subregion "c"; Hol - spermatogenesis evaluation according to the 
Holstein scale [22];  - normal fertilization, expressed as a ratio of  zygotes with two pronuclei (2pn) number to the mature oocytes (MII) number; Bl/2pn - 
blastocysts formation, expressed as a ratio of embryos number reached the blastocyst stage on days 5-6 (Bl) to the zygotes with two pronuclei (2pn) number; PGT - 
the result of preimplantation genetic testing, expressed as the number of embryos without genetic pathology to the total number of embryos studied after biopsy;  
ET - number of embryo transfers ("fresh" cycle, thawed embryo transfer); LP - lost pregnancy.

Table 2. Clinical and embryological data of patients with NOA aggravated with genetic factor, in whom no spermatozoa were found during 
intraoperative examination, but were successfully isolated as a result of differential centrifugation

AZFc Hol

Bl/2pn
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доля эуплоидных эмбрионов, кумулятивная частота 

наступления беременности) могут быть сопоставимы 

с данными, полученными для других групп пациентов, 

что должно стать предметом дальнейших исследований. 

Таким образом, использование метода дифференци-

ального центрифугирования открывает новые перспек-

тивы и возможности для изучения природы мужского 

бесплодия и развития способов его преодоления.     

Вопрос криоконсервации и сохранения хирургиче-

ски полученных сперматозоидов также остается акту-

альным. В настоящее время наиболее распространен-

ными подходами являются замораживание аспирата, 

биоптата, суспензии из биоптата после ферментатив-

ной или механической обработки либо криоконсер-

вация осадка после простой отмывки той же суспен-

зии или аспирата [25].  При работе с размороженным 

хирургически полученным биологическим матери-

алом сохраняется проблема контаминации образца 

эритроцитами и соматическими клетками, остается 

сложность идентификации и выделения единичных 

сперматозоидов, особенно в случаях с их низким со-

держанием [25]. Таким образом, возможность выделе-

ния половых клеток в ряде случаев может быть опреде-

лена только после размораживания [3]. 

Согласно опубликованным данным, криоконсерва-

ция хирургически полученного биологического матери-

ала из придатка/яичка может быть рекомендована, если 

при первичной микроскопической оценке обнаружен 

по крайней мере один подвижный сперматозоид на пять 

полей зрения [21]. Данная характеристика соответствует 

качеству «А» предложенной в данной работе классифи-

кации. В то же время использование метода дифферен-

циального центрифугирования позволяет выполнить 

криоконсервацию сперматозоидов, выделенных из био-

логических образцов качества «А» – «Д» (до единичных 

сперматозоидов на весь объем), что также говорит о вы-

сокой эффективности предложенного подхода. Крио-

консервация выделенной фракции со сперматозоидами, 

уже очищенной от основной массы эритроцитов и сома-

тических клеток, может значительно облегчить выделе-

ние единичных половых клеток после размораживания 

образца. Для криоконсервации выделенных единичных 

сперматозоидов могут быть использованы как стандарт-

ные крионосители (соломины, криовиалы, криотопы), 

так и усовершенствованные приспособления [6, 26]. 

Важными аспектами являются стоимость проце-

дуры и время, необходимое для ее выполнения. При 

реализации метода не требуется использование допол-

нительного объема отмывочной среды (в сравнении 

с простой отмывкой), среды с градиентом плотности, 

каких-либо специальных приспособлений и расход-

ных материалов, повышающих стоимость процедуры, 

за исключением увеличенного количества пробирок 

для центрифугирования (до 15), стоимость которых 

незначительна. Время, затраченное эмбриологом на 

осуществление процедуры, в среднем занимает до 1,5 

часов, в отличие от других подходов, когда процесс вы-

деления сперматозоидов может занимать до 14 часов [5]. 

Временное преимущество не только сокращает трудо-

затраты эмбриолога, но и достоверно увеличивает веро-

ятность успешного исхода программы ЭКО [27]. 

Заключение
Новый способ выделения сперматозоидов из хи-

рургически полученного материала при азооспермии, 

основанный на дифференциальном центрифугирова-

нии, отличается высокой эффективностью получения 

сперматозоидов, а также в полной мере обеспечивает их 

использование в программе ВРТ и криоконсервацию. 
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