
ÀÍÄÐÎËÎÃÈß
È ÃÅÍÈÒÀËÜÍÀß ÕÈÐÓÐÃÈß

ANDROLOGY
AND GENITAL SURGERY 2 ÒÎÌ 25 / VOL. 25

2 0 2 4

120

О
бз
ор

н
ая

 с
та
ть
я 

/ 
R

ev
ie

w

Сравнительный анализ микробиоты ткани яичка 
и уретры у пациентов с азооспермией методом 
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  Цель  исследования .  Определить роль таксономического бактериального разнообразия микробиоты уретры 
и тестикулярной ткани в развитии мужской инфертильности с применением метода высокопроизводительного 
секвенирования нового поколения (NGS). 

 Материалы  и  методы .  За период с 2018 по 2022 г. нами обследовано 53 пациента, которые были распре-
делены по следующим группам: инфертильные пациенты с необструктивной азооспермией и сопутствующим 
варикоцеле (n = 13) – группа 1; инфертильные пациенты с обструктивной азооспермией (n = 29) – группа 2; 
фертильные пациенты с подтвержденным отцовством и патологией яичка, требующей гистологической верифи-
кации с целью исключения онкопатологии яичек (n = 11) – группа 3. Каждому пациенту была выполнена TESE 
с забором тестикулярной ткани и ткани уретры с целью сравнения бактериального пейзажа и контроля чистоты 
метода. Полученный материал был взят для последующего секвенирования с использованием высокопроизводи-
тельного метода (NGS).

 
 Результаты .  При проведении статистического анализа в исследуемых группах было установлено, что тестику-

лярная ткань бесплодных пациентов с обструктивной азооспермией имеет значительно обедненное бактериаль-
ное разнообразие по сравнению с группой пациентов с необструктивной азооспермией и сопутствующим вари-
коцеле. В свою очередь, группа фертильных мужчин является самой разнообразной по своему таксономическому 
сообществу, что может служить поводом предположить о влиянии микробиома на репродуктивное здоровье.

 Обсуждение .  Проведенный нами анализ бактериального разнообразия микробиома яичек и уретры у трех 
групп пациентов показал, что тестикулярная ткань человека не является микробиологически стерильной средой, 
а также представил новые данные, ассоциированные с тканями яичка, о возможной взаимосвязи мужского бес-
плодия с тестикулярным микробиомом.

 Выводы .  Ориентир на качественный и количественный состав тестикулярного микробного сообщества может 
лечь в основу нового подхода в диагностике и лечении мужского бесплодия, ассоциированного с различными 
видами азооспермии. 

 Ключевые  слова :  микробиом, микробиота, тестикулярная ткань, азооспермия, секвенирование, геном.
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Comparative analysis of the testicular and uretral microbiota in azoospermia patients using next 
generation sequencing (NGS)
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 Aim.  To determine the role of taxonomic bacterial diversity of the urethral and testicular microbiota in the 
development of male infertility using high-throughput next-generation sequencing (NGS). 

  Material  and methods.   In the period between 2018 and 2022 we examined 53 patients. Three study groups 
were formed: Infertile patients with nonobstructive azoospermia and concomitant varicocele (n = 13) – group 1; 
Infertile patients with obstructive azoospermia (n = 29) – group 2; Fertile patients with confirmed paternity and 
testicular pathology requiring histological verification to exclude testicular oncopathology (n = 11) – group 3. Each 
patient underwent TESE with testicular both and urethral tissue sampling in order to compare the bacterial landscape 
and control the purity of the method. The obtained material was sequenced using a high-throughput method (NGS).

 Results.  According to our findings, the testicular tissue of obstructive azoospermia patients had significantly 
depleted bacterial diversity in comparison to nonobstructive azoospermia and concomitant varicocele ones. Also, the 
fertile group turned out to be the most diverse in its taxonomic community. These results may suggest the bacterial 
microbiome’s influence on men’s reproductive health.

 Discussion.  Our urogenital bacterial diversity analysis showed that human testicular tissue is not a 
microbiologically sterile environment and also presented new data associated with testicular tissue and its possible 
relations with male infertility. 

 Conclusion.  A focus on the qualitative and quantitative composition of the testicular microbial community may 
form the new basis in the diagnosis and treatment of male infertility associated with various types of azoospermia

 Keywords:  microbiome, microbiota, testicular tissue, azoospermia, sequencing, genome, male infertility.

Введение 
В настоящее время, на наш взгляд, мы имеем недо-

статочное количество надежных методик в рутинной 

практике врача-уролога для определения мужского 

бесплодия, основываясь на применении достижений 

молекулярной биологии и генетики. Однако анализ 

экспрессии генов, в частности, не только самих кле-

ток человека, но и бактериальной ДНК микроорга-

низмов, колонизирующих его, занимает особое место 

в прогнозе стратегий лечения инфертильных паци-

ентов [1, 2, 3]. Микробиота урогенитального тракта 

на сегодня изучена плохо и до сих пор остается пред-

метом дискуссий и исследований, ведь ее роль слож-

на и многогранна [4, 5]. Имеет место лишь гипотеза 

ее антагонизма патогенной микрофлоре [6]. Как и в 

других областях организма, бактерии мочевыводящих 

путей влияют на анатомические и физиологические 

характеристики местных тканей, которые они коло-

низируют, участвуют в регуляции важных витальных 

функций, в том числе и репродуктивной [7]. Это, в 

свою очередь, может сыграть ключевую роль в во-

просах сохранения и восстановления фертильности, 

которые сегодня стоят особенно остро [8]. Возвра-

щаясь в контекст микробиома, следует отметить, что 

не остается без внимания и урогенитальный тракт 

инфертильных пациентов, ведь согласно статистике 

доля инфертильных мужчин составляет 20%, из ко-

торых до 1% случаев приходится на азооспермию – 

полное отсутствие сперматозоидов в эякуляте [9].

Актуальные клинические рекомендации россий-

ских и европейских научных сообществ определяют 

диагностический стандарт в плане подготовки к ис-

пользованию вспомогательных репродуктивных тех-

нологий (ВРТ) для мужчин только культуральным 
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анализом эякулята [10, 11]. Данная позиция, безуслов-

но, ограничена, но ограничена она не чем иным, как 

отсутствием серьезной доказательной базы о нали-

чии и верификации микроорганизмов, не попавших 

в культуральный срез диагностики и, как следствие, 

в клинические рекомендации. Сложность ситуации 

еще и в том, что традиционными методами мы способ-

ны выявлять менее 2% известных штаммов бактерий 

[12–14]. Так, достоверно известно, что культуральный 

метод не позволяет в полной мере идентифицировать 

микробный пейзаж органов УГТ, где содержатся не-

культивируемые микроорганизмы, в том числе лак-

тобактерии [15–17]. Соответственно, сегодня в миро-

вом научном сообществе нет единого мнения о связи 

микробиоты с репродуктивным здоровьем мужчин, 

учитывая неоднородность и достаточно небольшое 

количество имеющейся информации по данной 

теме [18, 19]. Однако появление генного секвениро-

вания уже позволило описать значительную часть 

человеческого микробиома [20], включая микробиом 

дыхательных путей, кожи, ротовой полости, кишечни-

ка и, конечно, органов урогенитального тракта [21, 22].

Цель 
Определить роль таксономического бактериаль-

ного разнообразия микробиоты уретры и тестику-

лярной ткани в развитии мужской инфертильности 

с применением метода высокопроизводительного 

секвенирования нового поколения (NGS). 

Материалы и методы 
Нами произведен анализ 53 парных образцов 

(микробиота уретры и ткани яичка) методом высо-

копроизводительного секвенирования. Для прове-

дения исследования было отобрано 42 пациента с 

обструктивной и необструктивной азооспермией с 

сопутствующим варикоцеле [23] по строгим крите-

риям включения: подписание добровольного инфор-

мированного согласия на участие, возраст старше 

18 лет, бесплодный брак более 1 года при условии ре-

гулярной половой жизни без использования средств 

контрацепции,  отсутствие в анамнезе двусторонних 

поражений яичек, их гипоплазии, онкологической 

патологии, а также отсутствие антибактериальной 

терапии в течение трех месяцев. В свою очередь, 

критериями исключения явились: наличие онколо-

гической патологии, ИППП, генетические факторы 

бесплодия, тяжелая сопутствующая патология на мо-

мент обследования, регулярный прием лекарствен-

ных средств, приводящих к развитию бесплодия  и 

гипогонадизма, повышение концентрации PSA в 

сыворотке крови более 4 нг/мл и/или его свободной 

фракции более 5 нг/мл, психические заболевания, 

хронический алкоголизм и наркомания, наличие 

ВИЧ-инфекции. Также в исследование были вклю-

чены 11 фертильных пациентов с подтвержденным 

отцовством, но требующих патогистологического 

исследования яичка, с целью исключения гермино-

генных опухолей. Данное распределение по группам 

обусловлено разделением двух различных форм азоо-

спермии, где в первой группе имеет место нарушение 

гематотестикулярного барьера в сравнении с варико-

целе,  вследствие с группой обструктивной азооспер-

мией, а также  с третьей группой фертильных пациен-

тов.   Таким  образом, все пациенты были разделены 

на 3 группы: инфертильные пациенты с необструк-

тивной  азооспермией и сопутствующим варикоцеле 

(n = 13) – группа 1; инфертильные пациенты с об-

структивной азооспермией (n = 29) – группа 2; фер-

тильные пациенты с подтвержденным отцовством и 

патологией яичка, требующей гистологической вери-

фикации (n = 11) – группа 3. 

После проведения биопсии полученный материал 

был отправлен не только на рутинное ПГИ, но так-

же взят для последующего секвенирования с исполь-

зованием высокопроизводительного метода (NGS). 

Также для сравнения бактериального пейзажа уро-

генитального тракта и контроля чистоты метода 

был произведен забор биологического материала из 

уретры у каждого пациента, которому проводилась 

биопсия яичка. 

Наиболее сложным этапом подготовки к проведе-

нию секвенирования явилась процедура выделения 

бактериальной ДНК. В этом контексте нами была 

разработана и выполнена методика выделения бак-

териальной ДНК из биоптата яичка для определения 

тестикулярного микробиома у инфертильных паци-

ентов. Далее следовала процедура секвенирования и 

последующий статистический анализ результатов.

Результаты
По завершении проведения высокопроизводи-

тельного секвенирования микробиомы яичка и уре-

тры по группам представляли бактериальные пей-

зажи с преобладанием определенных микробных 

сообществ (рис. 1).

Полученные в процессе секвенирования последо-

вательности гена 16S рРНК (риды) были проанали-

зированы с помощью ПО QIIME (версия 1.9.1) [20]. 

При проведении сравнения встречаемости видов бак-

терий, которые были выявлены и в уретре, и в биоп-

тате яичка хотя бы у одного пациента, было установ-

лено: в группе 1 по сравнению с другими достоверно 

чаще обнаруживаются неопределенные представите-

ли семейств Enterobacteriaceae и Xanthomonadaceae, 

родов Finegoldia, Bifidobacterium, Porphiromonas, 
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Prevotella, Peptoniphilus и Pseudomonas. В группе 

фертильных пациентов по сравнению с группой 2 

достоверно чаще обнаруживается неопределенный 

представитель рода Bifidobacterium. В группе 1 по 

сравнению с группой 3 достоверно чаще обнару-

живается неопределенный представитель семей-

ства Enterobacteriaceae. Однако данная ситуация 

обусловлена тем, что в группе 2 в среднем около 

35% составляют представители Enterobacteriaceae 

и данный таксон не отличается достоверно от дру-

гих номинантов, но суммарно определяет большой 

процент за счет того, что в нескольких образцах со-

ставляет около 95% от всей общей микробиоты, что 

было подтверждено при дальнейшем корреляцион-

ном анализе. 

Группа фертильных пациентов занимает проме-

жуточное положение по разнообразию бактериаль-

ных сообществ уретры: индексы филогенетическо-

го разнообразия и Чао1, а также общее количество 

обнаруженных операционных таксономических 

единиц (ОТЕ) в группе 2 достоверно ниже, чем в 

группе у пациентов с варикоцеле и необструктив-

ной азооспермией. Таким образом, в  группе 2 бак-

териальное сообщество уретры выглядело как бо-

лее обедненное. Для выявления таксономического 

разнообразия  микробиоты ткани яичка пациентов 

из исследуемых групп был проведен сравнительный 

анализ представленности обнаруженных видов с 

использованием критерия Краскела – Уоллиса с 

поправкой на множественное сравнение методом 

Бенджамини – Хохберга. Также была произведена 

оценка альфа-разнообразия исследуемых бактери-

альных сообществ яичка. Выявлено, что индексы 

филогенетического разнообразия, Чао1, Шеннона 

и Симпсона, а также общее количество обнару-

женных таксономических единиц (ОТЕ) в группе 2 

достоверно ниже, чем в группах 1 и 3. В резуль-

тате чего выявлено, что в группе 2 бактериальное 

сообщество ткани яичка также характеризуется 

меньшим разнообразием представленных филов и 

ридов, что говорит о более бедном сообществе те-

стикулярного микробиома (рис. 2).

Обсуждение 
Проведенный нами анализ бактериального раз-

нообразия микробиома яичек и уретры у трех групп 

пациентов показал, что тестикулярная ткань человека 

не является микробиологически стерильной средой, 

а также представил новые данные, ассоциированные 

с тканями яичка, и показал разнообразие микробио-

логической палитры у групп инфертильных паци-

ентов с различными видами азооспермии. Как вид-

но при сравнении групп бесплодных и фертильных 

мужчин, последние имеют широкое бактериальное 
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Рисунок 1. Наиболее представленные виды микробиоты уретры (слева) и яичек (справа) в группах сравнения
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разнообразие, в то же время 1 и 2 обеднены как ка-

чественно, так и количественно. Таким образом, 

согласно результатам нашего исследования можно 

смело предположить, что, помимо широко извест-

ных факторов развития бесплодия, микробиом яичка 

занимает особое положение и может влиять на ре-

продуктивное здоровье, что подтверждается актуаль-

ными научными работами в мировом сообществе и 

требует дальнейшего исследования.

Выводы 
Наше исследование – одно из первых в России, 

где подчеркивается, что тестикулярные ткани па-

циентов с диагнозом «мужское бесплодие» содер-

жат ассоциированные с тканями комменсальные 

бактерии. Необходимы более масштабные исследо-

вания, чтобы подтвердить наши предварительные 

предположения о том, что ткани яичка и уретры не 

являются микробиологически стерильной средой. 

Яички и уретральная ткань инфертильных мужчин 

содержат дисбактериальное сообщество микроор-

ганизмов, качественно и количественно отличное 

от такового у фертильных пациентов, и имеют ме-

нее разнообразный микробный пейзаж инфер-

тильной тестикулярной ткани, что может быть 

связано с иммунным ответом, характерным для 

урогенитального тракта, в частности с особенно-

стями гематотестикулярного барьера. И конечно, 

особого внимания ученых достойны такие совре-

менные методики диверсификации микробиома, 

как высокопроизводительное секвенирование но-

вого поколения (NGS). Разработка принципиаль-

но новой стратегии и тактики скрининга мужской 

инфертильности на основе молекулярных инстру-

ментов представляет собой насущную потребность 

на сегодняшний день. И, подводя итог, хочется от-

дельно отметить предложенный нами способ выде-

ления бактериальной ДНК тестикулярного микро-

биоима, который позволит значительно сократить 

трудоемкость, совершенствовать прогнозирование 

результатов диагностики репродуктивного потен-

циала и обоснованность программы выбора алго-

ритма лечения и повышения медико-социальной 

реабилитации.
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Рисунок 2. Статистически значимо отличающиеся между группами сравнения виды, обнаруженные в микробиоте ткани 
яичка
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