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Цель исследования – оценить антиоксидантный потенциал семенной жидкости при нормозооспермии и патозооспермии.
Материалы и методы. Исследованы образцы эякулята 57 мужчин репродуктивного возраста. Проводили стандартное сперми-
ологическое исследование и определяли антиоксидантный потенциал семенной жидкости по оригинальной хемилюминесцентной 
методике: измеряли длительность латентного периода от момента снижения активности свечения раствора, содержащего 
активные формы кислорода (АФК), при добавлении семенной жидкости до момента регистрации наиболее резкого усиления 
свечения, соответствующего ослаблению антиоксидантного действия семенной жидкости.
Результаты. Длительность латентного периода варьировала от 4,6 до 17,5 мин. Антиоксидантный потенциал семенной жид-
кости оказался статистически значимо ниже у мужчин с астенозооспермией (примерно в 1,4 раза, р <0,05) и у пациентов 
с  астенотератозооспермией (примерно в  1,7 раза, р = 0,03), чем  у  мужчин с  нормозооспермией. Между числом лейкоцитов 
и длительностью латентного периода при патозооспермии обнаружена слабая обратная корреляция (r = –0,23 и –0,18 соот-
ветственно при астенозооспермии и астенотератозооспермии). Между уровнем продукции АФК в сперматозоидах и длитель-
ностью латентного периода при нормозооспермии обнаружена сильная прямая корреляция (r = 0,79), при патозооспермии – 
обратная корреляция (r = –0,26 и –0,62 соответственно при астенозооспермии и астенотератозооспермии).
Заключение. При  патозооспермии снижается антиоксидантный потенциал семенной жидкости, причем более выраженное 
снижение наблюдается при астенотератозооспермии. Антиоксидантная способность семенной жидкости коррелирует с АФК-
продуцирующей способностью лейкоцитов и, в большей мере, самих сперматозоидов. При нормозооспермии сохраняется окси-
дантно-антиоксидантный баланс, при патозооспермии более высокому уровню продукции АФК в сперматозоидах соответст-
вует меньшее значение антиоксидантного потенциала.

Ключевые слова: активные формы кислорода, антиоксидантный потенциал, хемилюминесценция, семенная жидкость, патозоо
спермия
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Antioxidant potential of seminal plasma in normozoospermia and asthenozoospermia
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The study objective is to evaluate the antioxidant potential of seminal plasma in normozoospermia and asthenozoospermia.
Materials and methods. Samples of ejaculate from 57 men of reproductive age were studied. Standard spermiologic examination and deter-
mination of the antioxidant potential of the seminal fluid using an original chemiluminescent method were performed. The method allowed 
to measure duration of the latent period from the moment of a decrease in luminescence of the solution containing reactive oxygen species 
(ROS) after addition of the seminal fluid until the most dramatic increase in luminescence corresponding to decreased antioxidant effect 
of the seminal fluid.
Results. In the samples, the latent time varies from 4.6 to 17.5 minutes. Compared with normozoospermia, the antioxidant potential is sig-
nificantly lower (p = 0.05) in men with asthenozoospermia (about 1.4 times), and even lower in patients with asthenoteratozoospermia 
(about 1.7 times) (p = 0.03). An inverse weak correlation was found between the activity of leukocytes and latent time in pathospermia (r = –0.23 
and –0.18 for asthenozoospermia и asthenoteratozoospermia, respectively). A direct strong correlation was found between ROS-producing 
sperm activity and latent time in normozoospermia (p = 0.79), and inverse correlation in pathospermia (r = –0.26 and –0.62 for astheno-
zoospermia и asthenoteratozoospermia, respectively).
Conclusion. Pathospermia is characterized by antioxidant seminal plasma deficiency, more pronounced for asthenoteratozoospermia. 
The antioxidant system of seminal plasma correlates with the ROS-producing ability of leukocytes and, to a greater extent, of the sperm. 
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With normozoospermia, the oxidative balance is maintained, with pathospermia, a higher value of ROS production by sperm corresponds to a 
lower value of antioxidant capacity.

Key words: reactive oxygen species, antioxidant potential, chemiluminescence, seminal fluid, asthenozoospermia
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Введение
В России около 8 % супружеских пар не имеют детей 

из‑за нарушения репродуктивной функции мужчины, 
причем мужской фактор инфертильности или субфер‑
тильности обнаружен в 50 % случаев бесплодного брака 
[1]. Ввиду неблагоприятной демографической ситуации 
в стране эта проблема требует особого внимания.

Одной из причин нарушения мужской репродук‑
тивной функции считается избыточная продукция 
активных форм кислорода (АФК)  – окислительный 
стресс [2]. Гипотеза окислительного стресса как при‑
чины мужской инфертильности была подтверждена 
множеством исследований; маркеры оксидантно-ан‑
тиоксидантного дисбаланса обнаруживают в семенной 
жидкости мужчин с идиопатическим бесплодием [3–6]. 
Наиболее значимые причины окислительного стресса 
сперматозоидов – инфекционно-воспалительные забо‑
левания мужских репродуктивных органов, в частности 
хронический бактериальный простатит, эпидидимит, 
варикоцеле, при которых продукция АФК повышена 
в среднем на порядок, а также выработка антиспермаль‑
ных антител, действие экзогенных токсикантов [1]. АФК 
могут повреждать белки, мембранные липиды, ядерную 
и митохондриальную ДНК. В результате происходит 
апоптоз сперматозоидов, снижается их подвижность 
и оплодотворяющая способность.

Антиоксидантная система семенной жидкости 
включает компоненты, присущие плазме крови: супер
оксиддисмутазу, каталазу, систему глутатиона, мочевую 
кислоту, аскорбат, витамин Е, альбумин и др. Как пра‑
вило, антиоксидантная емкость семенной жидкости 
у мужчин с нарушенной фертильностью снижена; такие 
пациенты часто дополнительно принимают витамины Е 
и С, биологически активные добавки, содержащие ан‑
тиоксиданты [7]. Хотя данные об эффективности ан‑
тиоксидантной терапии неоднородны и иногда даже 
противоречат друг другу, большинство авторов сходятся 
во мнении, что прием антиоксидантов при идиопати‑
ческом мужском бесплодии может оказывать положи‑
тельное действие [8]. Расхождение мнений в отношении 
эффективности антиоксидантов связано с недостаточ‑
ной изученностью патогенеза окислительного стресса 
при бесплодии, а также с широкой вариабельностью 
используемых методов оценки и отсутствием единого 
протокола оценки антиоксидантных свойств семенной 
жидкости, что не дает возможности объективно сопо‑
ставить результаты [9].

Цель исследования  – оценить антиоксидантный 
потенциал семенной жидкости при нормозооспермии 
и патозооспермии.

Материалы и методы
Изучены образцы эякулята 57 мужчин репродук‑

тивного возраста, обратившихся в ФГБНУ «Медико-
генетический научный центр им. Н. П. Бочкова» (Мо‑
сква) для спермиологического обследования. Образцы 
эякулята были получены путем мастурбации после 
полового воздержания в течение 3–6 дней. Стандарт‑
ное спермиологическое исследование выполняли в со‑
ответствии с руководством Всемирной организации 
здравоохранения (2010) [10].

По результатам спермиологического исследования 
сформированы 3 группы – пациенты с нормозооспер‑
мией (n = 12), астенозооспермией (n = 17), астеноте‑
ратозооспермией (n = 28). Из исследования исключены 
пациенты с азооспермией, олигозооспермией, а также 
с варикоцеле.

Подготовка образцов эякулята для исследования 
антиоксидантного профиля включала отделение кле‑
точных компонентов от семенной жидкости. Для это‑
го после разжижения при температуре 37 °С в течение 
30–60 мин образец эякулята центрифугировали при 
1000 g в течение 10 мин, анализировали надосадочную 
жидкость. Все манипуляции от взятия материала до ана
лиза занимали не более 120 мин.

Антиоксидантный профиль исследовали методом 
хемилюминометрии. Регистрацию хемилюминесцен‑
ции проводили на хемилюминометре SmartLum 1200 
(«ДИСофт», Россия) по  адаптированной методике, 
описанной ранее [11]. Хемилюминесценцию регист
рировали при температуре 37° С в системе, содержащей 
генератор АФК 2,2’-азобис(2‑амидинопропан)дигидро
хлорид и активатор свечения люминол, в фосфатном 
буферном растворе с рН 7,4 (все реагенты Sigma-Aldrich 
производства Merck, Германия). Регистрировали на‑
чальное свечение до достижения плато, далее добавля‑
ли 10 мкл семенной жидкости, предварительно раз‑
бавленной буферным раствором в 10 раз. Проводили 
регистрацию в течение примерно 30 мин до достиже‑
ния нового стационарного уровня. По хемилюмино
грамме определяли длительность латентного перио‑
да (t

лат
) – времени от добавления семенной жидкости до 

точки, отсекаемой на оси абсцисс касательной к участку 
наиболее крутого подъема (см. рисунок). Длительность 
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латентного периода (t
лат

) является характеристикой анти
оксидантного потенциала пробы; состоянию окис‑
лительного стресса соответствует снижение этого по
казателя.

Для статистической обработки данных использо‑
вали программный пакет Statistica 10.0 (StatSoft, США). 
Нормальность распределения проверяли по критерию 
Шапиро–Уилка. Сравнительный анализ 2 независимых 
групп по количественному признаку проводили с по‑
мощью U-критерия Манна–Уитни. Статистически зна
чимыми считали различия при значении р ≤0,05. Для 
выявления взаимосвязи показателей рассчитывали ко
эффициент корреляции (r).

Результаты
Параметры эякулята пациентов с астенозооспер‑

мией и  тератозооспермией значительно отличаются 
от показателей мужчин с нормозооспермией (табл. 1).

В образцах эякулята мужчин с нормозооспермией 
и патозооспермией длительность латентного периода 
варьирует от 4,6 до 17,5 мин. Поскольку исследованная 
выборочная совокупность не подчиняется нормально‑
му распределению (критерий Шапиро–Уилка, p = 0,04), 
для статистического описания выборки использованы 
медиана (Mе) и  межквартильный интервал (Q

1
; Q

3
). 

Рис. 1. Метод определения антиоксидантного потенциала семенной 
жидкости, заключающийся в  измерении длительности латентного 
периода t

лат
 от  момента снижения активности свечения раствора, 

содержащего активные формы кислорода (момент обозначен стрелкой), 
при добавлении семенной жидкости до момента регистрации наиболее 
резкого усиления свечения, соответствующего ослаблению антиокси-
дантного действия семенной жидкости (момент указан пунктиром)

Fig. 1. Method of determination of antioxidant potential of the seminal fluid 
consisting of measuring the duration of the latent period t

lat
  from the moment 

of a decrease in luminescence of the solution containing reactive oxygen species 
(arrow) after addition of the seminal fluid until the most dramatic increase in 
luminescence corresponding to decreased antioxidant effect of the seminal fluid 
(dashed line)
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Таблица 1. Результаты спермиологического исследования

Table 1. Results of spermiologic examination 

Показатель 
Characteristic

Пациенты с нормо­
зооспермией (n = 12) 

Patients with normo­
zoospermia (n = 12) 

Пациенты с астено­
зооспермией (n = 17) 

Patients with astheno­
zoospermia (n = 17) 

Пациенты с астенотерато­
зооспермией (n = 28) 

Patients with astheno­
teratozoospermia (n = 28) 

Объем эякулята, мл 
Ejaculate volume, ml

4,35 (0,38) 3,73 (0,81) 3,68 (0,33) 

Количество сперматозоидов в 1 мл, млн 
Sperm count per 1 ml, million

73,75 (0,52) 115,27 (0,81) 90,22 (0,62) 

Доля живых сперматозоидов, % 
Live sperm,  %

98 (0,02) 97 (0,02) 97 (0,04) 

Доля прогрессивно подвижных 
сперматозоидов, % 
Progressive motile sperm, %

36 (0,09) 21 (0,31) 14 (0,56) 

Доля непрогрессивно подвижных 
сперматозоидов,  % 
Non-progressive motile sperm, %

13 (0,61) 18 (0,49) 23 (0,39) 

Суммарная доля подвижных 
сперматозоидов, % 
Total motile sperm, %

49 (0,17) 39 (0,24) 37 (0,31) 

Доля неподвижных сперматозоидов, % 
Non-motile sperm, %

51 (0,16) 61 (0,15) 63 (0,19) 

Морфологически нормальные, % 
Morphologically normal sperm, %

7 (0,38) 7 (0,48) 2 (0,73) 

Количество лейкоцитов в 1 мл, млн 
Leukocyte count in 1 ml, million

0,81 (0,40) 1,50 (0,65) 2,00 (0,99) 

Примечание. Данные представлены в виде средних значений, в скобках указан коэффициент вариации x (S
r 
). 

Note. Data presented as mean with variation coefficient x (S
r 
) in parenthesis.
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Антиоксидантный потенциал статистически значимо 
(p = 0,05) ниже у мужчин с астенозооспермией (при‑
мерно в 1,4 раза) и еще ниже у пациентов с астеноте‑
ратозооспермией (примерно в 1,7 раза), чем у мужчин 
с нормозооспермией (табл. 2).

Таблица 2. Антиоксидантный потенциал семенной жидкости

Table 2. Antioxidant potential of seminal plasma

Группа 
Group

Латентный 
период t

лат
, мин, 

Me (Q
1
; Q

3
) 

Latent period t
lat

, 
min, Me (Q

1
; Q

3
) 

Статистическая 
значимость 
различий p 

Statistical 
significance p

Пациенты с нормо
зооспермией (n = 12) 
Patients with normozoo
spermia (n = 12) 

12,8 (10,0; 15,1)  – 

Пациенты с астенозоо‑
спермией (n = 17) 
Patients with 
asthenozoospermia (n = 17) 

8,9 (6,0; 10,8) 0,05*

Пациенты с астенотера‑
тозооспермией (n = 28) 
Patients with asthenoterato
zoospermia (n = 28) 

7,6 (5,2; 9,7) 0,03* 
0,34**

*В сравнении с данными пациентов с нормозооспермией.
**В сравнении с данными пациентов с астенозооспермией. 
*Compared to patients with normozoospermia. **Compared to patients 
with asthenozoospermia.

В тех же образцах семенной жидкости была ранее 
определена АФК-продуцирующая активность лейкоци‑
тов методом люминолактивированной хемилюминес‑
ценции [12], а также АФК-продуцирующая активность 
сперматозоидов методом люцигенинактивированной 
хемилюминесценции. Уровень хемилюминесценции 
лейкоцитов семенной жидкости после стимулирования 
форбол-12‑миристат-13‑ацетатом и уровень базаль‑
ной хемилюминесценции сперматозоидов сопостав‑
лен с антиоксидантной емкостью семенной жидкости, 
рассчитаны коэффициенты корреляции (табл. 3).

Между активностью лейкоцитов и длительностью 
латентного периода при патозооспермии обнаружена 
слабая обратная корреляция, между АФК-продуциру‑
ющей активностью сперматозоидов и длительностью 
латентного периода при нормозооспермии – сильная 
прямая корреляция, при астенозооспермии – обратная 
слабая корреляция, при  астенотератозооспермии  – 
обратная корреляция средней силы.

Обсуждение
Полученные нами данные свидетельствуют о не‑

достаточности антиоксидантного потенциала при па‑
тозооспермии, что  подтверждает распространенное 
мнение о наличии окислительного стресса в семенной 
жидкости у мужчин с бесплодием, который может быть 

вызван не только урогенитальными заболеваниями (ва
рикоцеле, простатит, эпидидимит), но  и  факторами 
образа жизни, такими как курение, прием алкоголя, ко
феина. Антиоксидантный потенциал снижают ожире‑
ние, диабет, старение, чрезмерная физическая нагруз‑
ка и психический стресс [13]. В нашем исследовании 
у пациентов с астенозооспермией и астенотератозоо‑
спермией выявлен примерно одинаковый антиокси‑
дантный потенциал семенной жидкости – возможно, 
для  обнаружения статистически значимых различий 
следует формировать группы с учетом клинического 
диагноза и сопутствующей патологии.

Таблица 3. Коэффициенты корреляции между уровнем продукции 
активных форм кислорода в лейкоцитах спермы и сперматозоидах 
и длительностью латентного периода

Table 3. Correlation coefficients between the level of reactive oxygen species 
production in seminal fluid leukocytes and spermatozoa and duration of the latent 
period

Группа 
Group

Корреляция между длительно­
стью латентного периода 

и уровнем продукции активных 
форм кислорода 

Correlation coefficients between 
the duration of the latent period and 
the level of reactive oxygen species 

production

в лейкоцитах 
спермы 

in seminal fluid 
leukocytes

в сперматозоидах 
in seminal fluid 
spermatozoa

Пациенты с нормозоо‑
спермией (n = 12) 
Patients with normozoo
spermia (n = 12) 

 – 0,79

Пациенты с астенозоо‑
спермией (n = 17) 
Patients with asthenozoo
spermia (n = 17) 

–0,23 –0,26

Пациенты с астенотера‑
тозооспермией (n = 28) 
Patients with asthenoterato
zoospermia (n = 28) 

–0,18 –0,62

Снижение антиоксидантной защиты может про‑
исходить в ответ на усиление продукции АФК. В се‑
менной жидкости существуют 2 основных источника 
АФК – лейкоциты и сперматозоиды. Лейкоциты яв‑
ляются внешними по отношению к сперматозоидам 
источниками АФК. Повышенная их активность не толь‑
ко вызывает «прямой» окислительный стресс, но и сти‑
мулирует продукцию АФК самими сперматозоидами 
опосредованно, через провоспалительные цитокины 
[14]. При процедуре экстракорпорального оплодотво‑
рения, когда половые клетки извлекают из естественной 
среды, этот фактор приобретает особое значение. Соглас‑
но нашим данным, повышенная АФК-продуцирующая 
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активность лейкоцитов действительно вызывает сни‑
жение антиоксидантной защиты, хотя корреляция яв‑
ляется слабой.

Сперматозоиды продуцируют внутриклеточные 
АФК благодаря митохондриям, и повышенная актив‑
ность этого источника особенно пагубно сказывается 
на функции мужских гамет, поскольку они не обладают 
мощной системой антиоксидантной защиты. Внекле‑
точная генерация АФК сперматозоидами обеспечива‑
ется ферментом НАДФН-оксидазой, схожим с НАДФН-
оксидазой лейкоцитов, но использующим в качестве 
субстрата не только НАДФН, но и НАДН (Nox5). Эта 
система генерирует на  3 порядка меньше АФК, чем 
НАДФН-оксидаза нейтрофилов [15].

При высоком уровне АФК снижается подвижность 
сперматозоидов, что  объясняют двумя возможными 
механизмами. Либо в результате действия внутрикле‑
точного пероксида водорода снижается активность 
глицеральдегид-3‑фосфатдегидрогеназы и, следователь‑
но, продукция энергии, необходимой для  движения 
жгутика сперматозоида. Либо в результате перекисно‑
го окисления липидов повышается проницаемость 
клеточной мембраны для аденозинтрифосфорной кис‑
лоты и ее предшественника аденина, что тоже приво‑
дит к сокращению энергетического ресурса мужских 
гамет. Наличие большого количества полиненасыщен‑
ных жирных кислот в мембране сперматозоида делает 
его более подверженным липидной пероксидации [16].

Высокая внутриклеточная продукция АФК может 
привести к мутациям в митохондриальной ДНК, ко‑
торые происходят примерно в 100 раз чаще, чем в ядер‑
ной. Геном митохондрий легко повреждается из‑за от‑
сутствия защиты митохондриальной ДНК гистонами, 
а также слабых возможностей механизмов репарации 
повреждений и более высокой скорости репликации 
митохондриальной ДНК. Кроме того, митохондриаль‑
ная ДНК практически полностью состоит из кодиру‑

ющих областей, более уязвимых к  мутагенному воз‑
действию, а также она локализуется вблизи внутренней 
мембраны, где образуется значительное количество 
АФК [17]. Высокий уровень АФК в семенной жидко‑
сти, недостаточность антиоксидантной защиты и уве‑
личение числа мутаций митохондриальной ДНК кор‑
релируют с  нарушенной фертильностью у  мужчин, 
однако вопрос, является ли повреждение ДНК причиной 
или следствием продукции АФК, остается открытым [18]. 
Митохондрии с поврежденными молекулами ДНК вы‑
рабатывают меньше аденозинтрифосфорной кислоты, 
приводя к «энергетическому кризису» в клетке, а также 
могут инициировать каскад апоптотических реакций [19].

Таким образом, при патозооспермии с доказанной 
недостаточностью антиоксидантной защиты можно ожи
дать эффекта от антиоксидантной терапии, при этом 
важно знать, является ли источник АФК внеклеточным 
или внутриклеточным. Следовательно, при  оценке 
окислительного стресса в семенной жидкости целесо‑
образно определять активность основных источников 
АФК и состояние антиоксидантной системы.

Заключение
Для патозооспермии характерна антиоксидантная 

недостаточность семенной жидкости, более выражен‑
ная при астенотератозооспермии, чем при астенозоо‑
спермии. Состояние антиоксидантной системы семенной 
жидкости коррелирует с АФК-продуцирующей способ‑
ностью лейкоцитов и, в большей мере, самих спермато‑
зоидов. При нормозооспермии повышению АФК-про‑
дуцирующей активности сперматозоидов сопутствует 
бóльшая антиоксидантная емкость, таким образом со
храняется свободнорадикальный баланс. При патозоо
спермии баланс нарушен: большей интенсивной про‑
дукции АФК сперматозоидами соответствует меньшая 
антиоксидантная емкость, причем этот дисбаланс бо‑
лее выражен при астенотератозооспермии.
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