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Изучение кодирующих и некодирующих РНК сперматозоидов перспективно для поиска новых
клинических маркеров мужской фертильности и разработки оптимального алгоритма преодоления
бесплодия. Целью данной работы был поиск взаимосвязи между количеством мРНК протаминов 1
и 2 типов в эякулированных сперматозоидах и фрагментацией их ДНК, а также результатами спер-
миологического анализа пациентов. Работа выполнена на 33 образцах эякулята мужчин, проходив-
ших обследование и лечение по поводу бесплодия. Для всех пациентов был проведен стандартный
спермиологический анализ, оценка одно- и двунитевых разрывов ДНК сперматозоидов методом
TUNEL, выделение РНК из сперматозоидов и количественный анализ транскриптов генов прота-
минов методом ОТ-ПЦР в реальном времени. Согласно полученным данным изменение соотноше-
ния между мРНК протаминов 1 и 2 типов связано с нарушением параметров спермограммы; в груп-
пе пациентов с патозооспермией (n = 14) данное соотношение достоверно выше, чем в группе па-
циентов с нормозооспермией (n = 19) (3.43 ± 0.22 против 2.86 ± 0.16, p < 0.05). Выявлена
статистически значимая корреляция (r = 0.33, p < 0.05) между долей сперматозоидов с фрагменти-
рованной ДНК и соотношением количества мРНК генов PRM2 и PRM1. В группе пациентов с долей
сперматозоидов с фрагментированной ДНК выше референсного значения (n = 14) соотношение
протаминов статистически значимо выше, чем в группе пациентов с аналогичным показателем в
пределах нормы (n = 19) (3.26 ± 0.19 против 2.74 ± 0.18, p < 0.05). Установлено, что нарушение пара-
метров спермограммы (патозооспермия) и повышение фрагментации ДНК сперматозоидов ассо-
циируется с уменьшением экспрессии гена PRM2 по сравнению с PRM1.

Ключевые слова: сперматозоиды, РНК, фрагментация ДНК, мужское бесплодие, вспомогательные
репродуктивные технологии.
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При оплодотворении ооцита сперматозоид
привносит половину диплоидного генома будуще-
го эмбриона. Считается, что геном зрелых сперма-
тозоидов у млекопитающих транскрипционно и
трансляционно неактивен. Между тем, период
спермиогенеза (когда происходит формирование
зрелых сперматозоидов из гаплоидных сперматид)
включает глобальную реорганизацию и конден-
сацию хроматина, удаление большей части цито-
плазмы и формирование функционально актив-
ного сперматозоида [1].

Известно, что основные транкрипционные и
трансляционные процессы, контролирующие
формирование зрелого сперматозоида, происхо-
дят непосредственно после завершения второго

мейотического деления. При этом большая часть
синтезированной РНК удаляется вместе с реду-
цируемой цитоплазмой, а зрелый сперматозоид
содержит специфические белки и целый ком-
плекс различных кодирующих и некодирующих
РНК, которые могут влиять на развитие будущего
эмбриона [2–5]. Некоторые из этих РНК вероят-
но представляют собой остаточные транскрипты,
другие же могут быть непосредственно вовлечены
в регуляцию экспрессии генов зиготы или потен-
циально могут транслироваться с помощью аппа-
рата ооцита [6–10].

В ходе спермиогенеза млекопитающих струк-
тура хроматина претерпевает выраженные изме-
нения. Вначале гистоновые белки хроматина
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округлых сперматид замещаются на транзитор-
ные белки (TNP1, TNP2), которые уже на следую-
щей стадии (элонгированные сперматиды) заме-
щаются основными аргинин-богатыми белками
(протамины 1 и 2 типов). Ядерные белки-прота-
мины обеспечивают более плотную упаковку
ДНК в сперматозоидах. Аминокислотная после-
довательность обоих протаминов установлена в
1986 г. [11], гены, определяющие их синтез (PRM1
и PRM2), локализованы на хромосоме 16 в локусе
16p13.3. Оба гена протамина PRM1 и PRM2 транс-
крибируются в ходе ранних этапов спермиогенеза
[12]. мРНК протаминов PRM1 и PRM2, в отличие
от их белковых продуктов, обнаруживается в
округлых сперматидах [13]. После завершения
связывания протаминов с хроматином спермато-
зоида транскрипция генов PRM1 и PRM2 полно-
стью прекращается [14]. Трансляция PRM1- и
PRM2-транскриптов начинается и завершается к
стадии элонгированных сперматид [15]. Прота-
мин PRM1 синтезируется как зрелый белковый
продукт, который состоит из 50 аминокислотных
остатков. мРНК протамина PRM2 транслируется
до белкового предшественника, состоящего из
103 аминокислот, который подвергается протео-
литическому расщеплению до зрелой формы, со-
держащей 50 аминокислотных остатков [16].

Известно, что эмбриональное развитие напря-
мую зависит от состояния генома сперматозоида,
участвовавшего в оплодотворении [17]. В ходе со-
зревания сперматозоид теряет большую часть ци-
топлазмы, что делает его ядро более уязвимым
для внешних факторов. Конденсация хроматина
за счет замещения гистонов на протамины в
определенной мере имеет для генома протектив-
ное значение. Показано, что аномальное соотно-
шение протаминов 1 и 2 типов связано с наруше-
нием конденсации хроматина в сперматозоидах
[14, 18], что делает их более уязвимыми к мутаген-
ному действию внешних факторов, в том числе
активных форм кислорода [19].

Матричные РНК протаминов в зрелых спер-
матозоидах человека вероятно являются остаточ-
ными транскриптами, которые после конденса-
ции ядра сохраняются в эякулированных сперма-
тозоидах [20, 21]. Считается, что содержание этих
транскриптов связано с экспрессией генов в ходе
сперматогенеза [22] и отражает качество компак-
тизации ДНК в зрелом сперматозоиде.

Нарушение компактизации хроматина в спер-
матозоидах делает ДНК более чувствительной к
воздействию свободных радикалов, что в свою
очередь приводит к появлению в ней разрывов.
Однако неустановлено, какой уровень фрагмен-
тации ДНК в сперматозоиде является критич-
ным. Показано, что после оплодотворения, часть
разрывов в ДНК сперматозоида может репариро-
ваться за счет ооцита [23]. Не существует обще-

принятого порогового значения количества (%)
сперматозоидов с фрагментированной ДНК в
эякуляте, совместимой с нормальным оплодотво-
рением и развитием эмбриона. Вопрос остается
открытым также из-за того, что невозможно
предсказать, какой именно сперматозоид будет
участвовать в оплодотворении при естественном
зачатии или при использовании вспомогатель-
ных репродуктивных технологий. Различные ме-
тоды детекции повреждений ДНК сперматозои-
дов, отсутствие стандартизированных методик и
разнообразие критериев включения пациентов в
группы исследования также приводят к противо-
речивым результатам.

В настоящее время рутинные методы оценки
мужской фертильности, используемые в клини-
ческой практике, имеют определенные ограниче-
ния и не позволяют оценить оплодотворяющий
потенциал сперматозоида. В этой связи перспек-
тивным является изучение многочисленных ко-
дирующих и некодирующих РНК сперматозоида
для поиска новых клинических маркеров муж-
ской фертильности и разработки оптимального
алгоритма преодоления бесплодия. Целью дан-
ной работы был поиск взаимосвязи между коли-
чеством мРНК протаминов 1 и 2 типа в эякулиро-
ванных сперматозоидах и фрагментацией их
ДНК, а также результатами спермиологического
анализа.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование проведено в отделе репродукто-

логии НИИ акушерства, гинекологии и репро-
дуктологии им. Д.О. Отта (Санкт-Петербург) с
разрешения этического комитета. Материалом
для исследования послужили образцы эякулята
33 пациентов, проходивших обследование в отде-
лении вспомогательных репродуктивных техно-
логий.

Подготовка и оценка эякулята
Для всех пациентов был проведен стандарт-

ный спермиологический анализ, который вклю-
чал в себя оценку объема эякулята, концентра-
ции, подвижности и морфологии сперматозоидов
согласно руководству Всемирной организации
здравоохранения (ВОЗ) [24]. После этого эякулят
отмывали с помощью центрифугирования в гра-
диенте плотности силиконовых частиц Supra-
Sperm (Origio, Denmark) (80 : 55%, об/об) в тече-
ние 20 мин при 300g. После центрифугирования
удаляли супернатант и осадок промывали культу-
ральной средой для подготовки сперматозоидов к
оплодотворению Sperm Preparation Medium (Ori-
gio, Denmark). Проводили повторное центрифу-
гирование 10 мин при 300g, удаляли супернатант
и выделяли фракцию живых подвижных сперма-
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тозоидов методом флотации. Обработанный
эякулят был разделен на две части, одна из кото-
рых использовалась для оценки доли сперматозо-
идов с фрагментированной ДНК методом флуо-
ресцентного мечения одно- и двунитевых разры-
вов ДНК (TUNEL), а другая – для анализа мРНК
протаминов PRM1 и PRM2 с помощью ПЦР в ре-
альном времени.

Флуоресцентное мечение одно- и двунитевых 
разрывов в ДНК методом TUNEL

Выявление в сперматозоидах фрагментиро-
ванной ДНК методом TUNEL проводили согласно
описанной ранее методике с модификациями [25].
Часть предобработанного эякулята обрабатывали
гипотоническим раствором 0.33%-ного цитрата на-
трия. После центрифугирования 15 мин при 600g
суспензию со сперматозоидами фиксировали с
помощью этанол-уксусного фиксатора (3 : 1) и
хранили до приготовления препаратов при тем-
пературе –20°С. Исследование фрагментации ДНК
сперматозоидов проводили методом TUNEL
(Terminal deoxynucleotidil transferase (TdT)-medi-
ated dUTP Nickand Labelling). Согласно инструк-
ции фирмы-производителя, суховоздушные препа-
раты сперматозоидов отмывали в фосфатно-соле-
вом буфере (1× PBS). После дополнительной
фиксации в 4%-ном растворе парафольмальдегида
(ПФА) препараты инкубировали в пермобилизи-
рующем растворе 0.1% Triton X-100, растворен-
ном в 0.1%-ном цитрате натрия, в течение 15 мин
при температуре –20°С (Sigma, Germany). Далее
под покровное стекло добавляли реакционную
смесь: 4.5 мкл 1× TdT буфера и 0.5 мкл фермента
(Roche, Germany). Позитивный и негативный
контроли проводили согласно инструкции фир-
мы-производителя. Препараты инкубировали 1 ч

при температуре 37°С. После двухкратной отмыв-
ки в буфере реакцию останавливали дистиллиро-
ванной водой, препараты проводили по серии
спиртов возрастающей концентрации (70°, 80°,
96°) и заключали в фотозащитный раствор, со-
держащий краситель DAPI (4,6-diamino-2-pheny-
lidole) в концентрации 1 мкг/мл (Sigma, Герма-
ния). Флуоресцентный сигнал оценивали с помо-
щью микроскопа Leica DM 2500 с камерой Leica
DFC 345 FX (Leica Microsystems GmbH, Герма-
ния). Для получения фотоизображения использова-
ли программное обеспечение Leica Application Suite
версия 3.8.0 (Leica Microsystems GmbH, Германия).
Для каждого образца оценивали не менее 2000
сперматозоидов.

Флуоресцентный сигнал детектировали при
микроскопическом анализе с помощью флуорес-
центного микроскопа. Производили подсчет спер-
матозоидов, в которых присутствует/отсутствует
флуоресцентный сигнал, что позволяет оценить
общую долю сперматозоидов с наличием разры-
вов в ДНК – показатель доли сперматозоидов с
“частично фрагментированной ДНК”. Также
производили подсчет сперматозоидов, в которых
флуоресценция занимает всю площадь головки,
что говорит о тотальной фрагментации ДНК в
клетке – показатель доли сперматозоидов с “пол-
ной” фрагментацией ДНК. Пороговое значение
сперматозоидов с частично фрагментированной
ДНК – 15% [26, 27], с полной фрагментацией
ДНК – 0.35% (рис. 1). Референсное значение по
доле клеток с полной фрагментацией ДНК было
установлено по результатам собственных иссле-
дований спермы доноров (неопубликованные
данные).

Рис. 1. а – Ct матричных РНК PRM1, PRM2, выделенных из эякулированных сперматозоидов. б – линия регрессии для
Сt мРНК PRM1 и PRM2, выделенных из эякулированных сперматозоидов. Коэффициент корреляции Пирсона r =
= 0.96, p < 0.0001.
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Выделение РНК, обратная
транскрипция, RT PCR (ОТ-ПЦР)

Для свежих образцов эякулята с помощью опти-
ческого микроскопа, оборудованного 100× объ-
ективом, производили оценку чистоты отмывки
сперматозоидов от соматических и круглых кле-
ток. Все образцы были выравнены по концентра-
ции, выделение РНК производили из 1 млн клеток
на колонках с силикагелевой мембраной Pure-
Link RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific,
США) согласно протоколу фирмы-производителя.
Элюцию проводили в 30 мкл буфера ТЕ. Для прове-
дения обратной транскрипции использовали набор
High Capacity Reverse Transcription Kit (Thermo
Fisher Scientific, США) в соответствии с инструк-
циями производителя, в объеме 20 мкл, в присут-
ствии случайных гексануклеотидных праймеров
(random primers) (3 мг/мл) с добавлением 10 мкл
полученного раствора тотальной РНК.

ПЦР в реальном времени проводили на прибо-
ре Real-Time PCR System 7500 (Applied Biosystems,
США) с использованием расходных материалов
производства Thermo Fisher Scientific, США –
TaqMan Gene Expression Assays: Hs00358158_g1
для гена PRM1, Hs04187294_g1 для гена PRM2.
Для анализа общего содержания транскриптов
генов PRM1 иPRM2 оценивали значение порого-
вого цикла Ct для каждого образца (выделение
РНК из 1 млн клеток). Для определения соотноше-
ния мРНК протаминов 1 и 2 использовали значение
ΔСtPRM для мРНК генов PRM1 и PRM2 (CtPRM2–
CtPRM1). Результаты экспериментов анализирова-
ли с использованием программы ExpressionSuit,
версия 1.0.3 (Thermo Fisher Scientific, США).

Статистический анализ

Статистический анализ данных проводили с
помощью программы GraphPad6 (GraphPad Soft-
ware, США).

Нормальность распределения оценивали со-
гласно критерию Шапиро–Уилка. В случае нор-
мального распределения, средние сравнивали с
помощью t-критерия Стьюдента. Для данных, не
подчиняющихся нормальному распределению,
применяли непараметрические критерии. Для
сравнения медиан использован U-критерий Ман-
на–Уитни. Различия считали статистически зна-
чимыми при значении p ≤ 0.05.

Для оценки взаимосвязи между Ct (PRM1) и Ct
(PRM2) рассчитывали коэффициент корреляции
Пирсона. Для определения связи между ΔСtPRM и
параметрами спермограммы, а также взаимосвя-
зи с долей сперматозоидов с фрагментированной
ДНК рассчитывали коэффициент корреляции
Спирмена (r).

РЕЗУЛЬТАТЫ
На основе результатов стандартного спермио-

логического анализа выделены две группы паци-
ентов. Первую группу составили пациенты с нор-
мозооспермией, n = 19 (т.е. с нормальными пока-
зателями спермограммы), вторую – пациенты с
различными формами патозооспермии (n = 14), а
именно: со снижением подвижности сперматозо-
идов – с астенозооспермией (n = 1), с нарушени-
ем морфологии сперматозоидов – тератозооспер-
мией (n = 11), а также с сочетанными отклонени-
ями – с олиготератозооспермией (n = 1) и
олигоастенотератозооспермией (n = 1) (табл. 1).

Для всех пациентов проведена оценка доли
сперматозоидов с фрагментированной ДНК ме-
тодом флуоресцентного мечения одно- и двуни-
тевых разрывов ДНК (TUNEL), которая варьиро-
вала от 0.8 до 20.5% по показателю частичной
фрагментации и от 0 до 3.3% по показателю пол-
ной фрагментации. В группах сравнения среднее
количество сперматозоидов с частично фрагмен-
тированной ДНК среди пациентов с нормозоос-
пермией составило 5.8 ± 5.1%, для пациентов с

Таблица 1. Показатели параметров спермиологического анализа в группах пациентов с нормозооспермией и па-
тозооспермией

Примечание. Приведены средние значения в группах ± стандартное отклонение. * – статистически значимые различия между
группами.

Результат 
спермограммы

Возраст
(лет)

Объем
эякулята, мл

Концентрация
сперматозоидов,

млн/мл

Подвижность 
сперматозоидов
(% прогрессивно 

подвижных 
сперматозоидов)

Морфология 
сперматозоидов 

(% морфологически 
нормальных 

сперматозоидов)

Нормозооспермия 
(n = 19)

36.0 ± 6.6 3.3 ± 1.0 85.6 ± 40.7 48.9 ± 14.7 8.8 ± 3.0

Патозооспермия
(n = 14)

35.9 ± 5.6 3.5 ± 1.0 48.9 ± 39.9 49.1 ± 20.1 3.9 ± 2.6

p-value 0.99 0.53 0.05* 0.61 0. 0001*
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патозооспермией – 6.5 ± 5.0%; с полной фраг-
ментацией ДНК – 0.65 ± 0.86% и 0.67 ± 0.73% со-
ответственно. Таким образом, исследуемые груп-
пы по доле сперматозоидов с фрагментированной
ДНК между собой статистически значимо не от-
личались (p > 0.05) (t-критерий Стьюдента).

С помощью ПЦР в реальном времени прове-
дена количественная оценка мРНК в исследуе-
мых образцах по генам протаминов 1 и 2 типов.
Оценены пороговые циклы (Ct) для мРНК прота-
минов PRM1 иPRM2, которые варьировали для
PRM1 от 21.8 и до 34.2 (28.5 ± 3.3), а для PRM2 –
от 20.4 до 28.9 (25.5 ± 2.9) (рис. 1,а). Коэффици-
ент корреляции по количеству мРНК протамина 1
типа к протамину 2 типа составил r = 0.96 (p < 0.0001;
коэффициент корреляции Пирсона) (рис. 1,б).

В исследуемой выборке общее количество
мРНК генов PRM1 и PRM2 (значение Ct) у паци-
ентов с нормозооспермией (n = 19) и патозоос-
пермией (n = 14), а также у пациентов с разной до-
лей сперматозоидов с фрагментированной ДНК
статистически значимо не отличалось (U-крите-
рий Манна–Уитни; p > 0.05). Не обнаружено зна-
чимой корреляции между соотношением мРНК
протаминов PRM1 и PRM2 (показатель ΔСtPRM) и
такими параметрами спермограммы, как концен-
трация, подвижность и морфология сперматозои-
дов (коэффициент корреляции Спирмена) (табл. 2).

Однако при сравнении соотношений количе-
ства мРНК генов PRM1 иPRM2 (ΔСtPRM) между
пациентами с нормозооспермией и патозооспер-
мией обнаружено статистически значимое разли-
чие: 2.86 ± 0.16 против 3.43 ± 0.22 (p < 0.05) (U-
критерий Манна–Уитни) (рис. 2). Более высокие
значения показателя ΔСtPRM свидетельствуют о

снижении уровня мРНК гена PRM2 относитель-
но мРНК гена PRM1.

Также статистически значимые различия вы-
явлены при анализе взаимосвязи между фрагмен-
тацией ДНК сперматозоидов и соотношением
мРНК протаминов PRM1 и PRM2. В группе с по-
вышенной долей сперматозоидов с полной фраг-
ментацией ДНК (>0.35%; n = 14) значение ΔСtPRM
значимо выше, чем в группе пациентов с показа-
телями полной фрагментации в пределах рефе-
ренсного значения (≤0.35%; n = 19): 3.26 ± 0.19 и
2.74 ± 0.18 соответственно (p < 0.05) (t-критерий)
(рис. 3). Между долей сперматозоидов с полной
фрагментацией ДНК и ΔСtPRM показана статисти-
чески значимая корреляция (r = 0.33; p < 0.05)
(коэффициент корреляции Спирмена).

Доля сперматозоидов с частичной фрагмента-
цией ДНК в исследуемой выборке у пациентов
варьировала в пределах от 1 до 20.5%, среднее
значение составило 6.28 ± 5.01%. У большинства
пациентов данный показатель был в пределах ре-
ференсных значений, в связи с этим не было про-

Таблица 2. Показатели коэффициента корреляции
Спирмена между ΔCt PRM1/PRM2 и различными по-
казателями параметров спермиологического анализа

Параметр 
спермограммы

Коэффициент 
корреляции (r) между 
ΔCt PRM2/PRM1 и 

параметром 
спермограммы

p-value

Концентрация 
сперматозоидов

0.13 0.46

Подвижность 
сперматозоидов

0.21 0.25

Морфология 
сперматозоидов

–0.12 0.49

Рис. 2. ΔСtPRM в группах пациентов с нормозооспер-
мией и патозооспермией (U-критерий Манна–Уит-
ни), p < 0.05.
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Рис. 3. ΔСtPRM в группах пациентов с долей сперматозо-
идов с полной фрагментацией ДНК ≤0.35% и >0.35%
(t-критерий Стьюдента), p < 0.05.
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ведено сравнения между группами (≤15% (n = 30)
и >15% (n = 3)), выделенными по доле спермато-
зоидов с частичной фрагментацией ДНК, из-за
малого количества пациентов в группах.

ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе сперматогенеза гаплоидные спермати-

ды проходят фазу элонгации, утрачивают боль-
шую часть цитоплазмы (цитоплазматическая
капля) и дифференцируются в зрелые спермато-
зоиды [28]. Показано, что в зрелых сперматозои-
дах человека не происходит синтеза РНК de novo
[29], однако в них содержатся разнообразные ти-
пы (более 3000 транскриптов) как кодирующих,
так и некодирующих РНК [4, 30].

В последние годы научные исследования в об-
ласти мужского бесплодия и сперматогенеза со-
средоточены на поисках информативных маркеров
качества мужских половых клеток. Экспрессия
протаминов имеет важное значение для нормаль-
ного процесса сперматогенеза и, следовательно,
мужской фертильности, поэтому изучение мРНК
протаминов 1 и 2 типов является перспективным
направлением в исследовании причин мужского
бесплодия. А. Ахмади с соавт. показали на ооци-
тах хомячка, что деструкция протаминов, вызван-
ная дисульфид-восстанавливающим агентом ди-
тиотреитолом, приводит к снижению связывания
сперматозоидов с ооцитами и их способности к
пенетрации яйцеклетки [31].

Одним из возможных прогностических пока-
зателей качества сперматогенеза может быть со-
отношение белков протаминов в сперматозоидах.
Согласно имеющимся данным, количественное
соотношение белков PRM1/PRM2 у фертильных
мужчин приближается к единице [14, 32]. Более
поздние исследования показали сходные соотноше-
ния матричной РНК протаминов PRM1/PRM2.
Установлено, что количество белков протаминов
коррелирует с количеством протаминовых тран-
скриптов [33, 34].

Используя количественную ПЦР в реальном
времени, мы оценили количество транскриптов
генов PRM1 и PRM2, выделенных из сперматозо-
идов, изолированных из эякулята с помощью гра-
диента силиконовых частиц. Обнаружено, что
увеличение значения ΔСtPRM (снижение уровня
мРНК гена PRM2 относительно уровня мРНК ге-
на PRM1), связано с нарушением параметров
спермограммы, и у пациентов с патозооспермией
этот показатель статистически значимо выше,
чем у пациентов с нормозооспермией.

Наши результаты согласуются с данными других
исследователей. А.Е. Платс с соавт. продемонстри-
ровали различия в содержании тотальной РНК у
мужчин с тератозооспермией и с нормозооспермией
[35]. Позднее было продемонстрировано снижение

уровня мРНК генов PRM1 и PRM2 у мужчин с
астенозооспермией по сравнению с контрольной
группой фертильных мужчин [22]. Существуют
данные о связи между количеством транскриптов
генов PRM1, PRM2 и TNP2 в зрелых сперматозои-
дах и их морфологией [36].

В нашей выборке не найдено различий по об-
щему количеству мРНК генов PRM1 и PRM2 у
мужчин с нормозооспермией и патозооспермией,
а также у мужчин с различным уровнем фрагмен-
тации ДНК в сперматозоидах. Однако получен-
ные результаты подтверждают исследования дру-
гих авторов, свидетельствующих о важной роли
соотношения протаминов для поддержания нор-
мальной морфологии сперматозоидов и целост-
ности их ДНК. Согласно данным литературы соот-
ношение мРНК протаминов 1 и 2 типов в эякулиро-
ванных сперматозоидах различается у фертильных
мужчин и у мужчин с бесплодием, а у мужчин с нор-
мозооспермией данный показатель приближается к
единице [33, 34]. В настоящем исследовании группа
пациентов с нарушением фертильности, связанным
с патозооспермией, статистически значимо отлича-
лась от группы пациентов с нормальной фертильно-
стью по соотношению мРНК PRM2/PRM1, при
этом у пациентов с патозооспермией данный по-
казатель выше единицы почти в 3.5 раза.

Очевидно, что нормальное эмбриональное
развитие напрямую зависит от сохранности гено-
ма сперматозоида, оплодотворившего яйцеклет-
ку [17]. В ходе созревания сперматозоид теряет
большую часть цитоплазмы, что делает его ядро
более уязвимым для внешних факторов. Кроме
того, в зрелом сперматозоиде не происходят про-
цессы репарации. Чтобы защитить ДНК сперма-
тозоида во время его прохождения из мужского
репродуктивного тракта в женский, ДНК муж-
ских гамет упаковывается отличным от соматиче-
ских клеток образом: бóльшая часть гистонов за-
меняется на протамины, архитектура хроматина
состоит из тороидальных структур [1]. Белки про-
таминов необходимы для правильной компакти-
зации хроматина сперматозоида, а нарушение
этого процесса предрасполагает к патоморфоло-
гическим аномалиями функциональной непол-
ноценности сперматозоидов [37].

Согласно данным настоящего исследования
нарушение в соотношении мРНК протаминов
связано с повышением уровня фрагментации
ДНК сперматозоидов: между долей сперматозои-
дов с полной фрагментацией ДНК и соотноше-
нием мРНК PRM2/PRM1 показана статистиче-
ски значимая корреляция. Кроме того, в группе
пациентов с долей сперматозоидов с фрагменти-
рованной ДНК выше референсного значения со-
отношение PRM1/PRM2 значимо выше, чем в
группе пациентов с аналогичным показателем в
пределах нормы. Вероятно, это является отраже-
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нием эффективности компактизации ДНК в ходе
спермиогенеза. Нарушение этого процесса при-
водит к тому, что ядерная ДНК сперматозоида
менее стабильна и становится мишенью для мута-
генного эффекта активных форм кислорода [38].
Согласно данным литературы повреждение ДНК
сперматозоидов влияет на первые деления дроб-
ления зиготы, формирование бластоциты, эф-
фективность имплантации и вынашивание бере-
менности [19, 38–43]. Нарушения репарации раз-
рывов ДНК как в сперматогенезе, так и после
оплодотворения могут также приводить к воз-
никновению хромосомных перестроек, в том
числе хромотрипсиса, и наследованию их эмбри-
онами [45, 46].

На сегодняшний день очевидно, что стандарт-
ные методы оценки мужской фертильности име-
ют свои ограничения и недостаточны в случаях
супружеских пар с идиопатическим бесплодием.
Более того, по оценкам ВОЗ около 15% бесплод-
ных мужчин имеют нормальные показатели спер-
миологического анализа [47], что указывает на
присутствие других факторов, которые играют
важную роль в мужской фертильности и не могут
быть оценены с помощью анализа спермограм-
мы. В этой связи изучение экспрессии протами-
нов и их связи с целостностью ДНК сперматозо-
идов является перспективным направлением для
дальнейших исследований причин мужского бес-
плодия.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда, грант № 18-75-10046.

Все процедуры, выполненные в исследовании
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национально-
го комитета по исследовательской этике и Хель-
синкской декларации 1964 г. и ее последующим
изменениям или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование
участников было получено информированное
добровольное согласие.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Protamine 1 and 2 mRNAs Abundance in Human Spermatozoa and Its Relation
to Semen Quality and Sperm DNA Fragmentation among Fertility Clinic Patients

M. A. Ishchuka, b, *, O. V. Malyshevaa, E. M. Komarovaa, I. D. Mekinaa,
E. A. Lesika, A. M. Gzgzyana, b, I. Yu. Kogana, and V. S. Baranova, b

aOtt Research Institute of Obstetrics, Gynecology, and Reproductology, Saint Petersburg, 199034 Russia
bSaint Petersburg State University, Saint Petersburg, 199034 Russia

*e-mail: mashamazilina@gmail.com

Sperm contain a complex population of coding and non-coding RNA, and the utility of sperm RNA in fer-
tility research are currently being explored. The aim of this study was to estimation of protamines 1 and 2 tran-
scripts content in human ejaculated spermatozoa in relation to semen quality and sperm DNA fragmentation
between fertile and infertile patients. Human ejaculates were obtained from 33 patients and semen analyses
were assessed by WHO criteria (2010). We evaluated the sperm DNA fragmentation measured by TUNEL as-
say. Patient’s ejaculates were purified by density-gradient centrifugation, sperm cells were lysed, mRNA ex-
tracted, reverse transcribed and subjected to real-time qPCR using specific primer pairs for protamine-1,
protamine-2 and 18S RNA. The sperm protamine mRNA ratio in normozoospermic men (n = 19; 2.86 ±
± 0.16) differed significantly from that of patozoospermic patients (n = 14; 3.43 ± 0.22; p < 0.05). A signifi-
cant correlation was shown between sperm DNA fragmentation and the PRM2/PRM1 mRNA ratio (r =
= 0.33; p < 0.05). In the group of patients with an increased sperm DNA fragmentation (n = 14; 3.26 ± 0.19)
the PRM2/PRM1 ratio was significantly higher than in the group of patients with normal rates (n = 19; 2.74 ±
± 0.18; p < 0.05). Abnormal sperm protamine ratio associated with poor semen quality and DNA fragmenta-
tion. Finding sperm-quality markers would help to understand the causes of male infertility and to improve
the male reproductive health.

Keywords: human sperm, sperm DNA fragmentation, sperm RNA, male infertility, assisted reproductive
technologies.
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