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Âëèÿíèå íàíî÷àñòèö âûñîêîäèñïåðñíîãî êðåìíåçåìà íà àïîïòîç ñïåðìàòîçîèäîâ áûêîâ

Ñ ïðèìåíåíèåì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè îõàðàêòåðèçîâàíû ýôôåêòû âûñîêîäèñïåðñíîãî
êðåìíåçåìà (ÂÄÊ, Àýðîñèë À-300) íà óðîâåíü àïîïòîçà ñïåðìàòîçîèäîâ áûêîâ. Îáðàçöû ñïåðìû èíêó-
áèðîâàëè â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè 38.5 °Ñ, 95 % âëàæíîñòè è 5 % ÑÎ2 â ñðåäå ñ ÂÄÊ â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöè-
ÿõ (0.02, 0.01, 0.001, 0.0001 è 0.00001 %). Îáðàáîòêà ïðîá àííåêñèíîì ñ îäíîâðåìåííûì îêðàøèâàíèåì
èîäèñòûì ïðîïèäèåì ïîêàçàëà, ÷òî â ïðèñóòñòâèè ÂÄÊ â êîíöåíòðàöèè 0.001 % óðîâåíü àïîïòîçà â
ñïåðìå áûêîâ ñíèæàåòñÿ. Ïðîöåíòíîå ñîäåðæàíèå æèâûõ è íåêðîòè÷åñêèõ êëåòîê â ïðèñóòñòâèè ÂÄÊ
èçìåíÿëîñü íåçíà÷èòåëüíî, íå îòëè÷àÿñü äîñòîâåðíî íè îò êîíòðîëüíîé, íè îò äðóãèõ ýêñïåðèìåí-
òàëüíûõ ãðóïï. Ïðè èñïîëüçîâàíèè äëÿ îöåíêè óðîâíÿ àïîïòîçà èîäèäà 3,3R-äèãåêñèëîêñàêàðáîöèàíèíà
(DiOC6(3)) â ïàðå ñ áðîìèñòûì ýòèäèåì áûëè ïîëó÷åíû ïðîòèâîðå÷èâûå ðåçóëüòàòû: âî âñåõ îáðàçöàõ,
èíêóáèðîâàííûõ ñ ÂÄÊ, èìåëî ìåñòî ñíèæåíèå ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ìèòîõîíäðèé â ñïåðìàòîçîè-
äàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Ïðîöåíò ñîäåðæàíèÿ íåêðîòè÷åñêèõ êëåòîê êîëåáàëñÿ íåçíà÷èòåëüíî;
ïðîöåíò èíòàêòíûõ êëåòîê ñíèæàëñÿ ïðîïîðöèîíàëüíî óâåëè÷åíèþ ïðîöåíòà ñïåðìèåâ ñî ñíèæåííûì
ìèòîõîíäðèàëüíûì ïîòåíöèàëîì. Ïîëó÷åííûå äàííûå ðàñøèðÿþò ïðåäñòàâëåíèÿ î ìåõàíèçìàõ âîçäåé-
ñòâèÿ êðåìíèéñîäåðæàùèõ íàíîìàòåðèàëîâ íà æèçíåñïîñîáíîñòü ìóæñêèõ ãàìåò è äåñòðóêòèâíûå ïðî-
öåññû â õðîìàòèíå ñïåðìàòîçîèäà. Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ñëåäóåò ïðèíÿòü âî âíèìàíèå äëÿ äàëüíåé-
øåé îïòèìèçàöèè ìåòîäîâ êðèîêîíñåðâàöèè ñïåðìû.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àïîïòîç, ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë ìèòîõîíäðèé, âûñîêîäèñïåðñíûé êðåìíå-
çåì, áûêè, ñïåðìàòîçîèäû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, ÂÄÊ — âûñîêîäèñïåðñíûé
êðåìíåçåì, ÇÔÐ — çàáóôåðåííûé ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð, ÝÒÑ — ýìáðèîíàëüíàÿ òåëÿ÷üÿ ñûâîðîòêà,
ÝÒÖ — ýëåêòðîí-òðàíñïîðòíàÿ öåïü, DiOC6(3) — èîäèä 3,3R-äèãåêñèëîêñàêàðáîöèàíèí, EB — áðîìè-
ñòûé ýòèäèé, PI — èîäèñòûé ïðîïèäèé.

Â óñëîâèÿõ øèðîêîãî ïðèìåíåíèÿ ìåòîäèê èñêóññò-
âåííîãî îñåìåíåíèÿ æèâîòíûõ è ýêñòðàêîðïîðàëüíîãî
îïëîäîòâîðåíèÿ ó ÷åëîâåêà ïðîáëåìû, ñâÿçàííûå ñ äåñò-
ðóêöèåé õðîìàòèíà ãàìåò, ñòàíîâÿòñÿ âñå áîëåå çíà÷èìû-
ìè. Èññëåäîâàíèÿ ïîñëåäíåãî äåñÿòèëåòèÿ ïîêàçûâàþò,
÷òî îäíèì èç îñíîâíûõ ìåõàíèçìîâ íàðóøåíèÿ öåëîñòíî-
ñòè ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà çðåëûõ ñïåðìàòîçîèäîâ ÿâ-
ëÿåòñÿ ãåíåðàöèÿ àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ), ñî-
ïðîâîæäàþùàÿñÿ èíäóêöèåé àïîïòîçà (Marchetti et al.,
2002; Aitken et al., 2011). Çðåëûå ñïåðìàòîçîèäû â íîðìå
ïîäâåðãàþòñÿ àïîïòîçó è ïîñëåäóþùåìó ôàãîöèòîçó â
æåíñêèõ ïîëîâûõ ïóòÿõ âî èçáåæàíèå âîñïàëèòåëüíûõ
ðåàêöèé â ðåçóëüòàòå ðàñïàäà ïîãèáøèõ ãàìåò. Òåì íå ìå-
íåå áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ïîâûøåííûé óðîâåíü ïîäâåðã-
øèõñÿ àïîïòîçó êëåòîê â ýÿêóëÿòå âëèÿåò íà îïëîäîòâî-
ðÿþùóþ ñïîñîáíîñòü ñïåðìû, ñíèæàÿ æèçíåñïîñîáíîñòü
ãàìåò (Martin et al., 2007). Àïîïòîç ñïåðìàòîçîèäîâ íà
ñåãîäíÿøíèé äåíü — ìàëîèçó÷åííûé ïðîöåññ, îäíàêî èç-
âåñòíî, ÷òî åñòü ñóùåñòâåííûå îòëè÷èÿ àïîïòîçà ìóæ-
ñêèõ ãàìåò îò àïîïòîçà ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê. Âî-ïåðâûõ,

îäíèìè èç íàèáîëåå ðàííèõ ñîáûòèé âíåøíåãî ïóòè
àïîïòîçà ñïåðìèåâ ÿâëÿþòñÿ ãèïåðïðîäóêöèÿ ÀÔÊ ìèòî-
õîíäðèÿìè êëåòêè è ñîïóòñòâóþùàÿ ïîòåðÿ ïîäâèæíîñòè
(Koppers et al., 2011). Â íîðìå ñèíòåç ÀÔÊ â ñïåðìèÿõ
ñòèìóëèðóåò ïðîöåññû ïîñòýÿêóëÿöèîííîãî ñîçðåâàíèÿ:
â íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ÀÔÊ ïîäàâëÿþò àêòèâíîñòü òè-
ðîçèíôîñôàòàçû ñïåðìàòîçîèäîâ, ÷òî ïðèâîäèò ê ïðîäó-
öèðîâàíèþ â êëåòêå öÀÌÔ, à ýòî â ñâîþ î÷åðåäü èíäóöè-
ðóåò êàïàöèòàöèþ (Aitken, Curry, 2011; O’Flaherty, 2015).
Ïðè ïîâûøåííîì óðîâíå ÀÔÊ â ðåçóëüòàòå âíåøíåãî
âîçäåéñòâèÿ èëè äåôåêòîâ ñèñòåìû àíòèîêñèäàíòíîé çà-
ùèòû êëåòêè ïðîèñõîäèò «àòàêà» íà ïîëèíåíàñûùåííûå
æèðíûå êèñëîòû ñïåðìèÿ, ÷òî ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ
öèòîòîêñè÷íûõ àëüäåãèäîâ, òàêèõ êàê 4-ãèäðîêñèíîíå-
íàë, ìàëîíäèàëüäåãèä è àêðîëåèí (Aitken et al., 2012). Ýòè
ïåðîêñèäû ëèïèäîâ ÿâëÿþòñÿ ñèëüíûìè ýëåêòðîôèëàìè,
êîòîðûå ñâÿçûâàþòñÿ ñ íóêëåîôèëüíûìè öåíòðàìè áëèç-
êîðàñïîëîæåííûõ áåëêîâ (Aitken et al., 2012). Íåêîòîðûå
íåïîñðåäñòâåííûå ìèøåíè ïåðîêñèäîâ — áåëêè-ó÷àñòíè-
êè ýëåêòðîí-òðàíñïîðòíîé öåïè (ÝÒÖ) ìèòîõîíäðèé.
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Â ðåçóëüòàòå íàðóøåíèÿ ðàáîòû ýòèõ áåëêîâ ïðîèñõîäèò
«óòå÷êà» ýëåêòðîíîâ èç ÝÒÖ, êîòîðûå òóò æå âçàèìîäåé-
ñòâóþò ñ êèñëîðîäîì, îáðàçóÿ ÀÔÊ. Òàêèì îáðàçîì, îê-
ñèäàòèâíûé ñòðåññ, âûçâàííûé äèñôóíêöèåé ìèòîõîíä-
ðèé, ñòàíîâèòñÿ ñàìîïîääåðæèâàþùèìñÿ ïðîöåññîì, êî-
òîðûé ïðèâîäèò ê ãèáåëè êëåòêè ïî ñîêðàùåííîé âåðñèè
âíóòðåííåãî ïóòè àïîïòîçà (Koppers et al., 2011). Ñëåäóþ-
ùèìè ñîáûòèÿìè ÿâëÿþòñÿ àêòèâàöèÿ êàñïàçíîãî êàñêàäà
è ýêñïðåññèÿ íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè ôîñôàòèäèëñåðèíà
(îáíàðóæèâàåìîãî ñ ïîìîùüþ àííåêñèíà V), ÷òî ÿâëÿåòñÿ
ñèãíàëîì «òèõîãî» ïîãëîùåíèÿ ïîãèáàþùèõ ñïåðìèåâ
ìàêðîôàãàìè, áåç âûáðîñà ïðîâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêè-
íîâ. Çäåñü òàêæå îòìå÷àþòñÿ ðàçëè÷èÿ ìåæäó àïîïòîçîì
â ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ è â ñïåðìàòîçîèäàõ: ôàãîöèòû
ïîãëîùàþò ãèáíóùèå ñïåðìèè çàäîëãî äî ïîâðåæäåíèÿ
ÄÍÊ íóêëåàçàìè, òîãäà êàê ó ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê íà
ýòîì ýòàïå ïðîèñõîäÿò àêòèâàöèÿ ýíäîíóêëåàç ìèòîõîíä-
ðèé è öèòîïëàçìû è èõ òðàíñïîðò â ÿäðî äëÿ «ðàçðåçà-
íèÿ» íèòåé ÄÍÊ. Â ñïåðìàòîçîèäàõ âûøåóêàçàííûé ïðî-
öåññ íåâîçìîæåí ïî äâóì ïðè÷èíàì. Âî-ïåðâûõ, ÿäðî
ñïåðìèåâ ñîäåðæèò î÷åíü ìàëî íóêëåîñîì: áîëüøèíñòâî
èç íèõ óäàëÿåòñÿ èç êëåòêè â ïðîöåññå ñïåðìàòîãåíåçà.
Âî-âòîðûõ, ñïåðìàòîçîèäû îòëè÷àþòñÿ îò äðóãèõ òèïîâ
êëåòîê ëîêàëèçàöèåé êëåòî÷íûõ êîìïàðòìåíòîâ: ÿäðà â
ìóæñêèõ ãàìåòàõ îòäåëåíû îò ìèòîõîíäðèé è öèòîïëàç-
ìû ñðåäíåé ÷àñòè êëåòêè, â ñèëó ÷åãî àêòèâèðîâàííûå ýí-
äîíóêëåàçû íå ñïîñîáíû ïðîíèêíóòü â ÿäðî. Âïîëíå âîç-
ìîæíî, ÷òî íåîáõîäèìîñòü çàùèòû õðîìàòèíà ñïåðìèÿ îò
ýíäîíóêëåàç è ñòàëà ãëàâíûì ôàêòîðîì, îïðåäåëèâøèì
ñòðîåíèå ñïåðìàòîçîèäà, õàðàêòåðíîå äëÿ áîëüøèíñòâà
âèäîâ (Aitken et al., 2015). Â òàêèõ óñëîâèÿõ âîçìîæíî
ïðîíèêíîâåíèå â ÿäðî ñïåðìàòîçîèäà òîëüêî ïåðîêñèäà
âîäîðîäà, ïîýòîìó ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ ïðè àïîïòîçå ñïåð-
ìàòîçîèäîâ â áîëüøèíñòâå ÿâëÿþòñÿ îêèñëèòåëüíî-èíäó-
öèðîâàííûìè.

Âûñîêîäèñïåðñíûé êðåìíåçåì — ñîåäèíåíèå, êîòî-
ðîå â ñëó÷àå äîáàâëåíèÿ ê ñïåðìå áûêîâ ïðè êðèîêîíñåð-
âàöèè ñïîñîáíî ïîâûøàòü âûæèâàåìîñòü è ïîäâèæíîñòü
ñïåðìàòîçîèäîâ ïîñëå îòòàèâàíèÿ (×óéêî, 2003; Íà-
ñòàñ³ºíêî è äð., 2010). Èññëåäîâàíèÿ ñâîéñòâ ïèðîãåííûõ
êðåìíåçåìîâ, ê êîòîðûì îòíîñèòñÿ ÂÄÊ, ñòàðòîâàëè â
80-õ ãîäàõ ïðîøëîãî âåêà. Â ÷àñòíîñòè, áûëè ïðîâåäåíû
ýêñïåðèìåíòû, ãäå ê ëàêòîçî-ãëèöåðèíî-æåëòî÷íîé ñðå-
äå, â êîòîðîé â äàëüíåéøåì êðèîêîíñåðâèðîâàëè ñïåðìó
áûêîâ, äîáàâëÿëè ÂÄÊ (Àýðîñèë À-300) (×óéêî, 2003).
Îöåíêà ïîäâèæíîñòè, âðåìåíè âûæèâàåìîñòè ïðè 38 °Ñ
è ñïîñîáíîñòè ê îïëîäîòâîðåíèþ in vivo è in vitro ïîêàçà-
ëà, ÷òî ÂÄÊ â ìàëûõ êîíöåíòðàöèÿõ (îïòèìàëüíî —
0.01 %) ñïîñîáåí ïîâûøàòü êà÷åñòâî êðèîêîíñåðâèðî-
âàííîé ñïåðìû áûêîâ ïî âñåì âûøåóêàçàííûì ïîêàçàòå-
ëÿì. Ïîõîæèå ñâîéñòâà áûëè îáíàðóæåíû ó ìåòèëàýðîñè-
ëà è ÂÄÊ, ìîäèôèöèðîâàííîãî ìåòèëõëîðñèëàíàìè, ïðè-
÷åì ïîñëåäíèå âëèÿþò íà ïîêàçàòåëè ïîäâèæíîñòè è
æèçíåñïîñîáíîñòè êðèîêîíñåðâèðîâàííîé ñïåðìû ïîñëå
îòòàèâàíèÿ (×óéêî, 2003; Íàñòàñ³ºíêî è äð., 2010). Ñóùå-
ñòâóåò ìíåíèå î òîì, ÷òî òàêîå äåéñòâèå àìîðôíûõ êðåì-
íåçåìîâ îáúÿñíÿåòñÿ ñïîñîáíîñòüþ ÂÄÊ çàìåäëÿòü ïîòå-
ðþ êëåòêàìè íåêîòîðûõ ôåðìåíòîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ
îïëîäîòâîðåíèÿ, â òîì ÷èñëå ãèàëóðîíèäàçû (Íà-
ñòàñ³ºíêî è äð., 2010). Òàêæå áûëî âûäâèíóòî ïðåäïîëî-
æåíèå î òîì, ÷òî óâåëè÷åíèå æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê
ïðè äîáàâëåíèè ÂÄÊ è åãî ìîäèôèêàöèé ñâÿçàíî ñ èçìå-
íåíèåì âÿçêîñòè ñðåäû (Ãàëàãàí è äð., 2005), îäíàêî òà-
êîé ìåõàíèçì áûë îñïîðåí â áîëåå ïîçäíåé ðàáîòå (Íà-
ñòàñ³ºíêî è äð., 2010). Ðàíåå â íàøåé ëàáîðàòîðèè áûëè

ïîëó÷åíû äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î ñïîñîáíîñòè
ÂÄÊ (À-300) â êîíöåíòðàöèè 0.001 % ñòèìóëèðîâàòü êà-
ïàöèòàöèþ ñïåðìàòîçîèäîâ áûêîâ (Áîéöåâà è äð., 2015).
Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ — èçó÷åíèå âëèÿíèÿ ÂÄÊ
â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ íà óðîâåíü àïîïòîçà â íàòèâ-
íîé ñïåðìå áûêîâ. Ïðè âûáîðå êîíöåíòðàöèé ÂÄÊ ðóêî-
âîäñòâîâàëèñü ïðåäñòàâëåííûìè â ëèòåðàòóðå äàííûìè,
â òîì ÷èñëå ïîëó÷åííûìè â íàøèõ ïðåäûäóùèõ èññëåäî-
âàíèÿõ (×óéêî, 2003; Íàñòàñ³ºíêî è äð., 2010; Áîéöåâà
è äð., 2015).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï î ä ã î ò î â ê à ê ë å ò î ê. ÂÄÊ, èñïîëüçîâàííûé â ðà-
áîòå, áûë ñèíòåçèðîâàí â Èíñòèòóòå õèìèè ïîâåðõíîñòè
èì. À. À. ×óéêî ÍÀÍ Óêðàèíû (×óéêî, 2003; Íàñòàñ³ºíêî
è äð., 2010). Âñå îñòàëüíûå èñïîëüçîâàííûå ðåàãåíòû —
ïðîäóêòû êîìïàíèè Sigma (Sigma-Aldrich, ÑØÀ).

Ðàáîòó ïðîâîäèëè íà ñâåæåé ñïåðìå, ïîëó÷àåìîé â
äåíü ýêñïåðèìåíòà îò áûêîâ ãîëøòèíñêîé ïîðîäû. Âñå
ìàíèïóëÿöèè îñóùåñòâëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì òåðìîñòî-
ëèêà âî èçáåæàíèå õîëîäîâîãî øîêà ñïåðìàòîçîèäîâ.
Êëåòêè îòìûâàëè îò ñåìåííîé ïëàçìû äâóêðàòíûì öåíò-
ðèôóãèðîâàíèåì ïðè 300 g â òå÷åíèå 10 ìèí â ñðåäå
Sp-TALP (pH 7.4), ñîñòîÿùåé èç 100 ìÌ NaCl, 3.1 ìÌ
KCl, 25 ìÌ NaHCO3, 0.3 ìÌ NaH2PO4, 21.6 ìÌ ëàêòàòà
íàòðèÿ, 0.5 ìÌ CaCl2, 0.4 ìÌ MgCl2, 10 ìÌ HEPES, 1 ìÌ
ïèðóâàòà è 0.1 % ïîëèâèíèëàëêîãîëÿ (ìîë. ìàññà
30—70 êÄà). Îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â ðàñòâîðå, ñîäåð-
æàùåì 140 ìÌ NaCl, 4.7 ìÌ KCl, 1.1 ìÌ CaCl2, 10 ìÌ
ãëþêîçû è 10 ìÌ HEPES, pH ñðåäû 7.4 (äàëåå ðàñòâîð
Na-HEPES) (Lozano et al., 2009). Äàëåå ñïåðìàòîçîèäû â
êîíöåíòðàöèè 50 ìëí/ìë èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè
38.5 °Ñ, 95 % âëàæíîñòè è 5 % ÑÎ2 â ïðèñóòñòâèè ÂÄÊ
(â êîíöåíòðàöèÿõ 0.02, 0.01, 0.001, 0.0001 è 0.00001 %).

Ï ð î ò î ÷ í à ÿ ö è ò î ô ë ó î ð è ì å ò ð è ÿ. Äëÿ îöåíêè
ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ìèòîõîíäðèé ê 100 ìêë êëåòî÷-
íîé ñóñïåíçèè (2�106—3�106 êë./ìë) äîáàâëÿëè 20-êðàò-
íûé ðàáî÷èé ðàñòâîð èîäèäà 3,3R-äèãåêñèëîêñàêàðáîöèà-
íèíà (DiOC6(3), Invitrogen, ÑØÀ), ïîëó÷àÿ êîíå÷íóþ
êîíöåíòðàöèþ DiOC6(3) 20 íÌ (Öóðêàí è äð., 2013). Ðà-
áî÷èé ðàñòâîð ãîòîâèëè ex tempore, äîáàâëÿÿ ê 10 ìêë
ñòîêîâîãî ðàñòâîðà (1 ìã/ìë DiOC6(3) â ÄÌÑÎ) 4900 ìêë
çàáóôåðåííîãî ôèçèîëîãè÷åñêîãî ðàñòâîðà (ÇÔÐ). Ïîñëå
âíåñåíèÿ êðàñèòåëÿ îáðàçöû òùàòåëüíî ïåðåìåøèâàëè è
èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè 37 °Ñ, 95 % âëàæíî-
ñòè è 5 % ÑÎ2 â çàùèùåííîì îò ñâåòà ìåcòå. Ïî çàâåðøå-
íèè èíêóáàöèè îáðàçöû îòìûâàëè èçáûòêîì ÇÔÐ, ñîäåð-
æàùåãî 2 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (ÝÒÑ;
8 ìèí ïðè 300 g). Ïîñëå ýòîãî íàäîñàäîê óäàëÿëè, à êëå-
òî÷íûé îñàäîê ïåðåâîäèëè â 100 ìêë ñâåæåãî ÇÔÐ. Â ïî-
ëó÷åííóþ êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ âíîñèëè 10 ìêë ðàñòâî-
ðà áðîìèñòîãî ýòèäèÿ (EB; Sigma-Aldrich, ÑØÀ), ïîëó÷àÿ
êîíå÷íóþ êîíöåíòðàöèþ EB 1 ìêã/ìë. Äàëåå îáðàçöû èí-
êóáèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
â çàùèùåííîì îò ñâåòà ìåñòå. Ïî çàâåðøåíèè èíêóáàöèè
â îáðàçöû âíîñèëè ïî 200 ìêë ÇÔÐ è çàòåì àíàëèçèðîâà-
ëè íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå Cytomics FC 500 (BECK-
MAN-COULTER, ÑØÀ). Íà îñíîâàíèè ïàðàìåòðîâ ïðÿ-
ìîãî è áîêîâîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ áûë âûáðàí ðåãèîí äëÿ
àíàëèçà êëåòîê, âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ 5000 ñîáûòèé â êàæ-
äîé ïðîáå. Ðåãèñòðàöèþ ôëóîðåñöåíöèè ñïåðìàòîçîèäîâ,
îêðàøåííûõ DiOC6(3), ïðîâîäèëè íà ïåðâîì êàíàëå (FL1)
ïðîòî÷íîãî àíàëèçàòîðà. Ðåãèñòðàöèþ ôëóîðåñöåíöèè

376 Å. Í. Áîéöåâà è äð.



íåêðîòè÷åñêèõ êëåòîê, îêðàøåííûõ EB, ïðîâîäèëè íà
òðåòüåì êàíàëå (FL3) ïðîòî÷íîãî àíàëèçàòîðà (ðèñ. 1).
Íàïðÿæåíèå íà ôîòîýëåêòðîííûõ óìíîæèòåëÿõ öèòîìåò-
ðà âûñòàâëÿëè ïî íåãàòèâíîìó êîíòðîëþ, êîòîðûì ÿâëÿ-
ëèñü íåîêðàøåííûå êëåòêè. Ðåçóëüòàòû âûðàæàëè â ïðî-
öåíòàõ îò îáùåãî êîëè÷åñòâà ïðîàíàëèçèðîâàííûõ ñî-
áûòèé.

Äëÿ îöåíêè ýêñòåðíàëèçàöèè ôîñôàòèäèëñåðèíà
êëåòêè â êîíöåíòðàöèè 2�106—3�106 áûëè ðåñóñïåíäèðî-
âàíû â 500 ìêë ÇÔÐ, ñîäåðæàùåãî 2 % ÝÒÑ, è îêðàøåíû
5 ìêë àííåêñèíà V, êîíúþãèðîâàííîãî ñ FITC, è 5 ìêë
èîäèñòîãî ïðîïèäèÿ (PI) èç íàáîðà Annexin V-FITC Apop-
tosis detection kit (Sigma-Aldrich, ÑØÀ). Êëåòêè èíêóáè-
ðîâàëè â òåìíîòå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå
5 ìèí ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ê íàáîðó. Ïî îêîí÷àíèè èí-
êóáàöèè ïðîáû àíàëèçèðîâàëè íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå

Cytomics FC 500 (BECKMAN-COULTER, ÑØÀ). Íà
îñíîâàíèè ïàðàìåòðîâ ïðÿìîãî è áîêîâîãî ñâåòîðàññåÿ-
íèÿ áûë âûáðàí ðåãèîí äëÿ àíàëèçà êëåòîê, âêëþ÷àþùèé
â ñåáÿ 5000 ñîáûòèé â êàæäîé ïðîáå. Ðåãèñòðàöèþ ôëóî-
ðåñöåíöèè ñïåðìàòîçîèäîâ, îêðàøåííûõ àííåêñèíîì
V-FITC, ïðîâîäèëè íà ïåðâîì êàíàëå (FL1) ïðîòî÷íîãî
àíàëèçàòîðà. Ðåãèñòðàöèþ ôëóîðåñöåíöèè íåêðîòè÷åñêèõ
êëåòîê, îêðàøåííûõ PI, ïðîâîäèëè íà ÷åòâåðòîì êàíàëå
(FL4) ïðîòî÷íîãî àíàëèçàòîðà (ðèñ. 2). Íàïðÿæåíèå íà
ôîòîýëåêòðîííûõ óìíîæèòåëÿõ öèòîìåòðà âûñòàâëÿëè ïî
íåãàòèâíîìó êîíòðîëþ, êîòîðûì ÿâëÿëèñü íåîêðàøåííûå
êëåòêè. Ðåçóëüòàòû âûðàæàëè â ïðîöåíòàõ îò îáùåãî êî-
ëè÷åñòâà ïðîàíàëèçèðîâàííûõ ñîáûòèé.

Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èÿ ñðàâíèâàåìûõ ñðåäíèõ çíà-
÷åíèé äëÿ 9—12 íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ îöåíèâàëè
ñ ïîìîùüþ t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà.

Ðåçóëüòàòû

Èñïîëüçîâàíèå íàáîðà Annexin V-FITC Apoptosis de-
tection kit äëÿ îöåíêè ñîîòíîøåíèÿ êîëè÷åñòâà æèâûõ
êëåòîê è êëåòîê â ñîñòîÿíèè àïîïòîçà è íåêðîçà îáóñëîâ-
ëåíî îñîáåííîñòÿìè âõîäÿùèõ â íåãî êðàñèòåëåé. Àííåê-
ñèí V-FITC îáëàäàåò âûñîêèì ñðîäñòâîì ê ôîñôàòèäèë-
ñåðèíó, ýêñòåðíàëèçàöèÿ êîòîðîãî ñëóæèò èíäèêàòîðîì
èíèöèàöèè àïîïòîçà. Èîäèñòûé ïðîïèäèé æå ñïîñîáåí
ïðîíèêàòü òîëüêî â êëåòêè ñ ïîâðåæäåííîé ìåìáðàíîé è,
òàêèì îáðàçîì, èäåíòèôèöèðóåò íåêðîòè÷åñêèå êëåòêè
(òàê êàê äëÿ àïîïòîçà õàðàêòåðíî ñîõðàíåíèå öåëîñòíîñòè
ìåìáðàíû âïëîòü äî ïîñëåäíèõ ýòàïîâ ïðîãðàììèðîâàí-
íîé êëåòî÷íîé ãèáåëè). Òàêèì îáðàçîì, æèâûå êëåòêè íå
áóäóò îêðàøèâàòüñÿ íè îäíèì êðàñèòåëåì (Annexin
V–/PI–), ñâå÷åíèå àïîïòîòè÷åñêèõ ñïåðìàòîçîèäîâ áóäåò
ðåãèñòðèðîâàòüñÿ èñêëþ÷èòåëüíî ïî êàíàëó, ïðåäíàçíà-
÷åííîìó äëÿ äåòåêöèè àííåêñèíà (Annexin V+/PI–), à íå-
êðîòè÷åñêèå êëåòêè è êëåòêè íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ àïîïòî-
çà áóäóò îêðàøèâàòüñÿ èîäèñòûì ïðîïèäèåì èëè îáîèìè
êðàñèòåëÿìè ñðàçó (Annexin V+–/PI+). Îöåíêó ýêñòåðíàëè-
çàöèè ôîñôàòèäèëñåðèíà ïðîâîäèëè äëÿ ÷åòûðåõ êîíöåí-
òðàöèé ÂÄÊ — 0.02, 0.01, 0.001 è 0.0001 %, è åå ðåçóëüòà-
òû îòðàæåíû â òàáë. 1.

Êîíòðîëåì ñëóæèë îáðàçåö, ê êîòîðîìó âìåñòî ÂÄÊ
äîáàâëÿëè ðàâíîå êîëè÷åñòâî ðàñòâîðà Na-HEPES.
Â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ èíêóáàöèÿ â ïðèñóòñòâèè ÂÄÊ
ïðèâîäèëà ê ñíèæåíèþ ñðåäíèõ çíà÷åíèé ïðîöåíòíîãî
ñîäåðæàíèÿ Annexin V+/PI– êëåòîê ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíò-
ðîëåì, à äëÿ êîíöåíòðàöèè 0.001 % ýòî ñíèæåíèå áûëî
ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûì (p < 0.03).

Ìåòîä îöåíêè ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ìèòîõîíäðèé
ñ ïîìîùüþ DiOC6(3) îñíîâàí íà ñïîñîáíîñòè ýòîãî êðà-
ñèòåëÿ ñâîáîäíî ïðîíèêàòü ÷åðåç áèëèïèäíûé ñëîé (÷å-
ðåç êëåòî÷íóþ ìåìáðàíó, à òàêæå ÷åðåç âíåøíþþ è âíóò-
ðåííþþ ìåìáðàíû ìèòîõîíäðèé) è íàêàïëèâàòüñÿ â îá-
ëàñòÿõ ñ âûñîêîé êîíöåíòðàöèåé ïðîòîíîâ (Öóðêàí è äð.,
2013). Êîíöåíòðàöèÿ ïðîòîíîâ ñíèæàåòñÿ ïðè íàðóøåíèè
ðàáîòû ìèòîõîíäðèé, ÷òî ìîæåò ïðèâåñòè ê çàïóñêó ôè-
çèîëîãè÷åñêîé ãèáåëè êëåòêè. Áðîìèñòûé ýòèäèé èìååò
ñâîéñòâà, ñõîäíûå ñ òàêîâûìè èîäèñòîãî ïðîïèäèÿ (ñì.
âûøå), ò. å. ïðîíèêàåò â êëåòêè ñ íàðóøåííîé öåëîñòíî-
ñòüþ ìåìáðàíû è ôëóîðåñöåíòíî îêðàøèâàåò íóêëåèíî-
âûå êèñëîòû. Òàêèì îáðàçîì, æèâûå êëåòêè áóäóò îáëà-
äàòü ÿðêîé ôëóîðåñöåíöèåé DiOC6(3), íî íå áóäóò íàêàï-
ëèâàòü áðîìèñòûé ýòèäèé (DiOC6(3)+/EB–). Êëåòêè,
íàõîäÿùèåñÿ íà ðàííèõ ñòàäèÿõ àïîïòîçà, íå áóäóò îêðà-
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Ðèñ. 1. Ðàñïðåäåëåíèå ñïåðìàòîçîèäîâ áûêîâ ïî ôëóîðåñöåí-
öèè DiOC6(3) (ïî ãîðèçîíòàëè) è áðîìèñòîãî ýòèäèÿ (ÂÅ, ïî

âåðòèêàëè) ïîñëå èíêóáàöèè â ñðåäå ñ 0.001 % ÂÄÊ.

Late Ap/N — êëåòêè â ñîñòîÿíèè ïîçäíåãî àïîïòîçà è (èëè) íåêðîçà,
Að — êëåòêè â ñîñòîÿíèè ðàííåãî àïîïòîçà, V — æèâûå êëåòêè.

Ðèñ. 2. Ðàñïðåäåëåíèå ñïåðìàòîçîèäîâ áûêîâ ïî ôëóîðåñöåí-
öèè Annexin V-FITC (ïî ãîðèçîíòàëè) è éîäèñòîãî ïðîïèäèÿ
(PI, ïî âåðòèêàëè) ïîñëå èíêóáàöèè â ñðåäå ñ 0.001 % ÂÄÊ.

Late Ap/N — êëåòêè â ñîñòîÿíèè ïîçäíåãî àïîïòîçà è (èëè) íåêðîçà,
Að — êëåòêè â ñîñòîÿíèè ðàííåãî àïîïòîçà, V — æèâûå êëåòêè.



øèâàòüñÿ íè îäíèì çîíäîì (DiOC6(3)–/EB–), òîãäà êàê
ñïåðìèè, íàõîäÿùèåñÿ íà ïîçäíåé ñòàäèè àïîïòîçà, è íå-
êðîòè÷åñêèå ñïåðìèè, íå áóäóò íàêàïëèâàòü DiOC6(3), íî
áóäóò îêðàøèâàòüñÿ áðîìèñòûì ýòèäèåì (DiOC6(3)–/BE+).
Â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ ïðîâåäåíà îöåíêà ìèòîõîíäðè-
àëüíîãî ïîòåíöèàëà äëÿ òåõ æå îáðàçöîâ, ÷òî è ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè íàáîðà Annexin V-FITC, è äîïîëíèòåëüíî
äëÿ îáðàçöà, èíêóáèðîâàâøåãîñÿ â ïðèñóòñòâèè
0.00001 % ÂÄÊ. Ïðè àíàëèçå ïðîöåíòíîãî ñîäåðæàíèÿ
êëåòîê â ñîñòîÿíèè àïîïòîçà è íåêðîçà ñ ïîìîùüþ ìåòîäà
îöåíêè ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ìû ïîëó÷èëè äàííûå ñ
áîëåå çíà÷èòåëüíûì ðàçáðîñîì, ÷åì â ñëó÷àå äåòåêöèè
ýêñòåðíàëèçàöèè ôîñôàòèäèëñåðèíà. Äëÿ âñåõ îáðàçöîâ,
èíêóáèðîâàííûõ ñ ÂÄÊ, áûëî çàðåãèñòðèðîâàíî äîñòî-
âåðíîå óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà DiOC6(3)–/BE– êëåòîê ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (òàáë. 2). Ñîäåðæàíèå êëåòîê ñ
ïðîíèöàåìîé ìåìáðàíîé ìåíÿëîñü íåçíà÷èòåëüíî, íî
áûëî âûøå, ÷åì â ýêñïåðèìåíòàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì íà-

áîðà Annexin V-FITC Apoptosis detection kit, ÷òî ìû ñâÿ-
çûâàåì ñ áîëåå äëèòåëüíîé ïîäãîòîâêîé ïðîá â ñëó÷àå
îêðàøèâàíèÿ DiOC6(3). Ñðåäíåå çíà÷åíèå ïðîöåíòíîãî
ñîäåðæàíèÿ èíòàêòíûõ êëåòîê ñíèæàëîñü ïðîïîðöèî-
íàëüíî ïîâûøåíèþ ñîäåðæàíèÿ ñïåðìèåâ ñî ñíèæåííûì
ìèòîõîíäðèàëüíûì ïîòåíöèàëîì, â ñëó÷àå êîíöåíòðàöèè
ÂÄÊ 0.00001 % ýòî ñíèæåíèå áûëî ñòàòèñòè÷åñêè äîñòî-
âåðíûì (ð < 0.03).

Îáñóæäåíèå

Äàííûå îá óðîâíå àïîïòîçà â ïîïóëÿöèè ñïåðìàòîçî-
èäîâ áûêîâ, ïîëó÷åííûå ïðè èñïîëüçîâàíèè ðàçëè÷íûõ
ìàðêåðîâ, ïîçâîëÿþò ñäåëàòü îïðåäåëåííûå ïðåäïîëîæå-
íèÿ êàê î ìåõàíèçìå âîçäåéñòâèÿ ÂÄÊ, òàê è î ðîëè àïîï-
òîçà â îòáîðå ïðèãîäíûõ äëÿ îïëîäîòâîðåíèÿ ñïåðìàòî-
çîèäîâ. Ñíèæåíèå ìèòîõîíäðèàëüíîãî ïîòåíöèàëà íå
âñåãäà âåäåò ê ãèáåëè êëåòêè, òîãäà êàê ýêñòåðíàëèçàöèÿ
ôîñôàòèäèëñåðèíà ÿâëÿåòñÿ ñèãíàëîì ê äåéñòâèþ äëÿ
ìàêðîôàãîâ è ïðèâîäèò ê ïîãëîùåíèþ ãèáíóùåãî ñïåð-
ìèÿ ôàãîöèòàìè. Â ýòîì ïëàíå ïðåäñòàâëÿþò èíòåðåñ
äàííûå, ïîëó÷åííûå ïðè îäíîâðåìåííîì îêðàøèâàíèè
àííåêñèíîì è DiOC6(3) ëåéêîçíûõ êëåòîê è Ò-ëèìôîöè-
òîâ (Ozgen et al., 2000). Íåñìîòðÿ íà íàëè÷èå êîððåëÿöèè
ìåæäó óðîâíåì àïîïòîçà ïî ðåçóëüòàòàì èñïîëüçîâàíèÿ
àííåêñèíà è DiOC6(3), ïðè íåñêîëüêî áîëüøåì êîëè÷å-
ñòâå àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ
DiOC6(3) (÷òî îòðàæàåò áîëåå ðàííèå èçìåíåíèÿ, äåòåêòè-
ðóåìûå ýòèì êðàñèòåëåì) âîçìîæíà è èíàÿ ñèòóàöèÿ. Ïî-
íèæåíèå ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì äîëè àïîïòîòè÷åñêèõ
êëåòîê, âûÿâëÿåìûõ ñ ïîìîùüþ àííåêñèíà V, ïðè îäíî-
âðåìåííîì ïîâûøåíèè (òàêæå ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðî-
ëåì) äîëè êëåòîê ñî ñíèæåííûì ìèòîõîíäðèàëüíûì ïî-
òåíöèàëîì ïî ðåçóëüòàòàì îêðàñêè òîãî æå îáðàçöà Di-
OC6(3) ìîæíî îáúÿñíèòü ðàáîòîé ñèñòåìû àíòèîêñèäàíò-
íîé çàùèòû êëåòêè (Ozgen, 2000). Â íàøåì èññëåäîâàíèè
ïîêàçàíî, ÷òî ÂÄÊ ñòèìóëèðóåò ñíèæåíèå ìèòîõîíäðè-
àëüíîãî ïîòåíöèàëà, íî ïðè ýòîì ãèáåëü ñïåðìàòîçîèäîâ
ïî ìåõàíèçìó àïîïòîçà â ïîïóëÿöèè óìåíüøàåòñÿ, òàêæå
íå ïðîèñõîäèò óâåëè÷åíèÿ êîëè÷åñòâà ñïåðìèåâ, ãèáíó-
ùèõ ïóòåì íåêðîçà. Èçâåñòíî, ÷òî ÀÔÊ èãðàþò âàæíóþ
ðîëü íå òîëüêî â èíäóêöèè àïîïòîçà, íî è â ïðîöåññå êà-
ïàöèòàöèè ñïåðìàòîçîèäîâ (Aitken et al., 2015). Ìû ïðåä-
ïîëàãàåì, ÷òî îäíèì èç ýôôåêòîâ ÂÄÊ ÿâëÿåòñÿ ñòèìóëÿ-
öèÿ îáðàçîâàíèÿ ÀÔÊ, êîòîðûå îêèñëÿþò õîëåñòåðîë
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïîâûøàþò-
ñÿ òåêó÷åñòü ìåìáðàíû è åå ïðîíèöàåìîñòü äëÿ êàëüöèÿ.
Âîçìîæíî, äëÿ ÷àñòè ïîïóëÿöèè ñïåðìàòîçîèäîâ êîíöåí-
òðàöèÿ ÀÔÊ, ãåíåðèðóåìûõ ïîä âîçäåéñòâèåì ÂÄÊ, ñòà-
íîâèòñÿ ÷ðåçìåðíîé, ïðîèñõîäèò îïèñàííàÿ âûøå öåïü
ñîáûòèé, âåäóùàÿ ê íàðóøåíèþ ðàáîòû ýëåêòðîí-òðàíñ-
ïîðòíîé öåïè ìèòîõîíäðèé è ñíèæåíèþ ìèòîõîíäðèàëü-
íîãî ïîòåíöèàëà (Aitken et al., 2015). Îäíàêî ñóùåñòâóåò
êðèòè÷åñêàÿ òî÷êà (êðèòè÷åñêîå çíà÷åíèå êîíöåíòðàöèè
ÀÔÊ), ðàçäåëÿþùàÿ àïîïòîç è êàïàöèòàöèþ, è åñëè îíà
íå ïðîéäåíà, ïîòåðÿ ðàáîòîñïîñîáíîñòè ìèòîõîíäðèé îá-
ðàòèìà. Ìû ïîëàãàåì, ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñò-
âóþò î òîì, ÷òî ÂÄÊ ñïîñîáåí óäåðæèâàòü ðàâíîâåñèå íà
ñòîðîíå êàïàöèòàöèè, íå ïîçâîëÿÿ îêñèäàòèâíûì ïîâðåæ-
äåíèÿì ïðèíÿòü íåîáðàòèìûé õàðàêòåð, ÷òî, âîçìîæíî,
îáúÿñíÿåòñÿ åãî àäñîðáöèîííûìè ñâîéñòâàìè. Èçâåñòíî,
÷òî ïèðîãåííûå êðåìíåçåìû èìåþò òðîïíîñòü ê áèîïîëè-
ìåðàì (íà ÷åì îñíîâàí áàêòåðèîñòàòè÷åñêèé ýôôåêò
àýðîñèëîâ, îïèñàííûé âî ìíîãèõ íàó÷íûõ òðóäàõ) (Íèêî-

378 Å. Í. Áîéöåâà è äð.

Ò à á ë è ö à 1

Âëèÿíèå íàíî÷àñòèö âûñîêîäèñïåðñíîãî êðåìíåçåìà
íà æèçíåñïîñîáíîñòü íàòèâíîé ñïåðìû áûêîâ

ïî ðåçóëüòàòàì òåñòà ñ àííåêñèíîì

Êîíöåíòðàöèÿ
ÂÄÊ, %

Äîëÿ êëåòîê, %

æèâûå êëåòêè
Annexin V–/PI–

àïîïòîç
Annexin V+/PI–

íåêðîç
Annexin V+–/PI+

0 (êîíòðîëü) 90.86 � 3.09 6.90à
� 2.44 2.24 � 0.73

0.02 88.28 � 2.14 7.02 � 1.82 4.70 � 2.52

0.01 91.70 � 1.96 4.94 � 0.91 3.36 � 1.70

0.001 91.18 � 2.82 5.96á
� 1.55 2.86 � 1.58

0.0001 91.2 � 2.52 6.56 � 1.81 2.24 � 0.71

Ï ð è ì å ÷ à í è å. à, á Ðàçëè÷èÿ ìåæäó îòìå÷åííûå ãðóïïàìè äîñòî-
âåðíû äëÿ ð < 0.03. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èÿ ñðàâíèâàåìûõ ñðåäíèõ çíà-
÷åíèé äëÿ 9 íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ t-êðèòå-
ðèÿ Ñòüþäåíòà. Êîíöåíòðàöèÿ êëåòîê â ñóñïåíçèè ïðè ïðîâåäåíèè èçìå-
ðåíèé ~1 ìëí/ìë.

Ò à á ë è ö à 2

Âëèÿíèå íàíî÷àñòèö âûñîêîäèñïåðñíîãî êðåìíåçåìà
íà æèçíåñïîñîáíîñòü íàòèâíîé ñïåðìû áûêîâ

ïî ðåçóëüòàòàì òåñòà ñ DiOC6(3)

Êîíöåíòðàöèÿ
ÂÄÊ, %

Äîëÿ êëåòîê, %

æèâûå êëåòêè
DiOC6(3)+/EB–

ñíèæåííûé ÌÏÌ
DiOC6(3)–/PI–

íåêðîç
DiOC6(3)–/PI+

0 (êîíòðîëü) 35.33à
� 4.08 3.46â

� 1.73 61.21 � 4.56

0.02 32.61 � 6.57 6.71ã
� 3.21 60.67 � 8.58

0.01 32.54 � 7.39 6.79ä
� 2.66 60.67 � 9.93

0.001 31.66 � 4.92 8.63å
� 2.82 59.71 � 7.37

0.0001 30.66 � 6.70 9.10æ
� 3.65 60.24 � 9.55

0.00001 30.70á
� 4.83 8.36ç

� 3.11 60.94 � 7.77

Ïðèìå÷àíèå. ÌÏÌ — ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë ìèòîõîíäðèé.
Áóêâåííûìè êîýôôèöèåíòàìè îáîçíà÷åíû äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó
ãðóïïàìè: à, á — ð < 0.03; â, ã — p < 0.05; â, ä — p < 0.04; â, å — p < 0.002;
â, æ — p < 0.003; â, ç — p < 0.006. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ñðàâíèâàåìûõ
ñðåäíèõ çíà÷åíèé äëÿ 12 íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ îöåíèâàëè ñ
ïîìîùüþ t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà. Êîíöåíòðàöèÿ êëåòîê â ñóñïåíçèè ïðè
ïðîâåäåíèè èçìåðåíèé ~1 ìëí/ìë.



ëàåâ è äð., 2005). Òàêæå ïîêàçàíî, ÷òî â ìåñòå êîíòàêòà
÷àñòèö ïèðîãåííûõ êðåìíåçåìîâ è êëåòîê îáðàçóþòñÿ
ñëîè âîäû ñ èçìåíåííûìè ñâîéñòâàìè, ÷òî ïðèâîäèò ê
óñêîðåíèþ ìàññîîáìåíà â çîíå ðåöåïòîðîâ è ñèñòåì, îò-
âåòñòâåííûõ çà ïîñòóïëåíèå ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ è óäà-
ëåíèå ìåòàáîëèòîâ ó ðàñòåíèé (Þõèìåíêî è äð., 2008).
Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî ÂÄÊ, âçàèìîäåéñòâóÿ ñ ïëàçìàòè-
÷åñêîé ìåìáðàíîé ñïåðìèåâ, áëàãîäàðÿ ñâîèì âûøåóêà-
çàííûì ñâîéñòâàì óñêîðÿåò ïðîöåññû, ñâÿçàííûå ñ ÀÔÊ
(îêèñëåíèå ñòåðîëîâ ìåìáðàíû, ðàáîòó NADPH-îêñèäà-
çû), ÷òî âåäåò ê ñòèìóëÿöèè êàïàöèòàöèè (Áîéöåâà è äð.,
2015). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, òàêîå äåéñòâèå ÂÄÊ ñòèìóëèðó-
åò è äîïîëíèòåëüíîå îáðàçîâàíèå ÀÔÊ, ÷òî âåäåò ê îêñè-
äàòèâíîìó ñòðåññó è ñíèæåíèþ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà
ìèòîõîíäðèé. Îäíàêî, êàê ìû ïîëàãàåì, ÂÄÊ ñïîñîáåí
íåéòðàëèçîâûâàòü «ëèøíèå» ÀÔÊ ïóòåì êîñâåííîé ñòè-
ìóëÿöèè ñèñòåìû àíòèîêñèäàíòíîé çàùèòû êëåòêè, âçàè-
ìîäåéñòâóÿ ñ ðåöåïòîðàìè íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè.

Îïèñàííûé «äâîéíîé ýôôåêò» ÂÄÊ õîðîøî ñîãëàñó-
åòñÿ ñ ïðåäëîæåííîé íåäàâíî ìîäåëüþ (Aitken et al.,
2015), ñîãëàñíî êîòîðîé àïîïòîç è êàïàöèòàöèÿ ÿâëÿþòñÿ
«äâóìÿ ñòîðîíàìè îäíîé ìåäàëè», è â îñíîâå ýòîãî ýô-
ôåêòà íàõîäèòñÿ çàâèñèìîñòü îò óðîâíÿ ÀÔÊ. Ñïåðìàòî-
çîèäàì íåîáõîäèìà ïðîäóêöèÿ ÀÔÊ äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ
êàïàöèòàöèè, áåç êîòîðîé îïëîäîòâîðåíèå íåâîçìîæíî; â
òî æå âðåìÿ òàêîé ÀÔÊ-çàâèñèìûé ìåõàíèçì ïîñòýÿêó-
ëÿöèîííîãî ñîçðåâàíèÿ îïàñåí äëÿ ýòèõ êëåòîê, ïîòîìó
÷òî ïðîäóêöèÿ ÀÔÊ ÿâëÿåòñÿ è èíäóêòîðîì àïîïòîçà
ìóæñêèõ ãàìåò. Òîëüêî ïîïóëÿöèÿ ñïåðìàòîçîèäîâ, äî-
ñòàòî÷íûé ïðîöåíò êëåòîê â êîòîðîé ñïîñîáåí «áàëàíñè-
ðîâàòü» íà òîíêîé ãðàíè ìåæäó àïîïòîçîì è êàïàöèòà-
öèåé, ñìîæåò óñïåøíî îïëîäîòâîðèòü ÿéöåêëåòêó. Ïðè
ýòîì çàäà÷åé èññëåäîâàòåëåé, ñòðåìÿùèõñÿ ïîâûñèòü êà-
÷åñòâî êðèîêîíñåðâèðîâàííîé ñïåðìû, ÿâëÿåòñÿ ñîçäàíèå
ìåòîäîâ, ñïîñîáñòâóþùèõ ïîääåðæàíèþ ýòîãî áàëàíñà.
Â äàííîì àñïåêòå ìîäåðíèçàöèÿ îòäåëüíûõ ýòàïîâ òåõíî-
ëîãèè çàìîðàæèâàíèÿ ìóæñêèõ ãàìåò ìëåêîïèòàþùèõ
ïóòåì ââåäåíèÿ â ñîñòàâ êðèîïðîòåêòîðíûõ ñðåä êðåì-
íèéñîäåðæàùèõ ñîåäèíåíèé, â ÷àñòíîñòè íàíî÷àñòèö âû-
ñîêîäèñïåðñíîãî êðåìíåçåìà, èëè èõ äîáàâëåíèå â ñðåäû
äëÿ ðàçìîðàæèâàíèÿ ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì ïîäõîäîì â
ðåøåíèè ïðîáëåìû êðèîðåçèñòåíòíîñòè ñïåðìàòîçîèäîâ.
Ïðîâåäåííàÿ ðàáîòà ÿâëÿåòñÿ ôðàãìåíòîì èññëåäîâàíèé,
íàïðàâëåííûõ íà ìîäåðíèçàöèþ òåõíîëîãèè êðèîêîíñåð-
âàöèè ñïåðìàòîçîèäîâ, â ÷àñòíîñòè ìîäåëèðîâàíèå ñîñòà-
âà êðèîïðîòåêòîðîâ. Ïîëó÷åííûå äàííûå è âûäâèíóòûå
íà îñíîâå èõ àíàëèçà ïðåäïîëîæåíèÿ î âîçìîæíûõ ìåõà-
íèçìàõ âëèÿíèÿ íàíî÷àñòèö ÂÄÊ íà ïîêàçàòåëè æèçíå-
ñïîñîáíîñòè ìóæñêèõ ãàìåò è äåñòðóêòèâíûå ïðîöåññû
â õðîìàòèíå ñïåðìàòîçîèäà ïîçâîëÿò óãëóáèòü èìåþùèå-
ñÿ çíàíèÿ î ìåõàíèçìàõ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ìóæñêèõ
ãàìåò è ñôîðìèðîâàòü êîíöåïòóàëüíîå ïîíèìàíèå áèîëî-
ãè÷åñêèõ ýôôåêòîâ íàíî÷àñòèö ÂÄÊ íà áèîëîãè÷åñêèå
îáúåêòû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìè-
íèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè Ðåñïóáëèêè Êàçàõñòàí
(ðåãèñòðàöèîííûé íîìåð 0115ÐÊ00728).
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Effects of highly dispersed silica (HDS, Aerosil A-300) on the level of apoptosis in bull sperm were cha-
racterized using flow cytometry. Sperm samples were incubated for 2 hours at 38.5 °C, 95 % humidity and 5 %
CO2 in the medium with various HDS concentrations (0.02, 0.01, 0.001, 0.0001 and 0.00001 %). Annexin
V-FITC propidium iodide staining revealed reduced apoptosis level in bull sperm incubated in the presence of
0.001 % FDS. The percentage of intact and necrotic cells fluctuated slightly, and these ranges did not show any
statistically significant differences with the control and between any groups of experiment. Evaluation of apop-
tosis level in bull sperm using 3,3R-dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOC6 (3)) ethidium bromide staining sho-
wed contradictory results: all samples incubated with the HDS showed a decreased mitochondrial membrane
potential in sperm cells compared to control. The level of necrotic cells fluctuated slightly; percentage of intact
cells decreased in accordance with the increase in the level of spermatozoa with decreased mitochondrial poten-
tial. The data obtained and their analysis complement current knowledge concerning mechanisms of silicon na-
nomaterials impact on the male gametes viability and destructive processes in sperm chromatin. Such an obser-
vation should be taken in consideration for further optimization of sperm cryopreservation techniques.
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