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РОЛЬ МУТАЦИИ ГЕНА ПРОТИВОМИКРОБНОГО ПЕПТИДА 
DEFB126 В ПАТОГЕНЕЗЕ МУЖСКОГО ИДИОПАТИЧЕСКОГО 
БЕСПЛОДИЯ
Хасанова Е.М., Ганковская Л.В., Бурмакина В.В.
ФГАОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова» 
Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Мужское бесплодие является мультифакториальным заболеванием, и выявление этиопа-
тогенетических механизмов, ведущих к его развитию, является актуальной проблемой. Часто устано-
вить причину снижения репродуктивной функции сперматозоидов не представляется возможным, 
что объясняет высокий процент постановки диагноза «идиопатическое бесплодие». Предполагается, 
что мутация гена противомикробного пептида семейства β-дефензинов DEFB126 негативно сказы-
вается на оплодотворяющей способности сперматозоидов на разных уровнях: ухудшается их способ-
ность к миграции сквозь слой цервикальной слизи, снижается способность связываться с эпителием 
верхних отделов женского репродуктивного тракта, а также повышается подверженность инфекциям 
репродуктивного тракта ввиду нарушения местной защитной функции дефензинов. Таким образом, 
целью исследования явилось изучение роли полиморфного маркера rs11468374 гена противомикроб-
ного пептида DEFB126 в патогенезе мужского идиопатического бесплодия. 

Выборка пациентов с нарушением репродуктивной функции включала 54 человека в возрасте от 
34 до 42 лет, группу контроля составили 19 доноров эякулята без острых или хронических заболеваний 
в возрасте 28-36 лет. Проведено исследование уровней экспрессии гена DEFB126, проанализированы 
частоты распределения аллелей и генотипов полиморфного маркера rs11468374 среди мужчин мо-
сковской популяции и ассоциация этих показателей с показателями подвижности сперматозоидов 
испытуемых. 

Было показано снижение экспрессии гена DEFB126 в более чем семь раз у пациентов с бесплодием 
в сравнении с донорами группы контроля. Анализ распределения частот аллелей и генотипов по по-
лиморфному маркеру rs11468374 гена DEFB126 выявил, что среди мужчин с бесплодием мутантный 
аллель встречается в почти два раза чаще в сравнении с контролем. Среди доноров группы сравнения 
мужчин с генотипом гена DEFB126 del/del выявлено не было, в то время как среди пациентов этот по-
казатель составил 16,1%. Подвижность сперматозоидов пациентов с генотипом DEFB126 del/del была 
ниже нормы в 5,2 раза. 

Таким образом, полученные нами данные могут быть использованы для углубления знаний о меха-
низмах патогенеза мужского идиопатического бесплодия и совершенствования методов его диагно-
стики, а также развития персонализированного подхода в терапии нарушения мужской репродуктив-
ной функции. Показанная нами ассоциация носительства мутантного аллеля del и снижения уровня 
подвижности сперматозоидов пациентов свидетельствует о роли данного полиморфизма в патогенезе 
мужского бесплодия. Снижение уровня экспрессии гена DEFB126 в группе пациентов с бесплодием 
также подтверждает вклад дефензина в патогенез заболевания.

Ключевые слова: противомикробный пептид, DEFB126, HBD126, аллельный полиморфизм, экспрессия генов, 
идиопатическое бесплодие, подвижность сперматозоидов, спермограмма
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ROLE OF ANTIMICROBIAL PEPTIDE DEFB126 MUTATION IN 
PATHOGENESIS OF MALE IDIOPATHIC INFERTILITY
Khasanova E.M., Gankovskaya L.V., Burmakina V.V.
N. Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, Russian Federation

Abstract. Male infertility is a multifactorial disease, and elucidation of etiopathogenetic mechanisms of 
its progression is a topical issue. High percentage of the “idiopathic infertility” diagnosis is largely cased by 
inability to establish etiology of decrease in reproductive spermatic function. Mutation of β-defensin DEFB126 
gene is supposed to affect the fertilizing ability of spermatozoa at different levels: it may decrease their ability to 
migrate through the cervical mucus and reduce binding capacity to epithelial layer of upper female reproductive 
tract, and it may also increase susceptibility for infections of reproductive tract, due to impairment of local 
protective function of defensins. Thus, the aim of the present study was to examine possible role of rs11468374 
gene polymorphism of the DEFB126 gene in pathogenesis of male idiopathic infertility. Patients and methods: 
The group of patient with decreased fertility included 54 male subjects, ages 34 to 42, with a control group 
of 19 ejaculate donors without acute or chronic disease aged 28 to 36. The indicators of sperm motility in 
the Moscow population were compared with individual levels of DEFB126 gene expression, as well as with 
estimated distribution frequency of rs11468374 alleles and genotypes among the subjects.

As compared with the control group, the infertile patients exhibited a more than seven-fold reduction of 
DEFB126 gene expression. Analysis of distribution frequency for alleles and genotypes rs11468374 polymorphic 
marker of the DEFB126 gene revealed that the mutant allele is detected almost twice as often in males with 
infertility, as compared with control group. No cases with the DEFB126 del/del genotype were found among 
the control group, in contrary to 16.1% in the group of patients. The patients with DEFB126 del/del genotype 
exhibited 5.2-fold reduction of sperm motility. Thus, the data obtained may be used to extend our knowledge 
on the pathogenetic mechanisms of male idiopathic infertility and to improve techniques for its diagnostics, 
as well as to provide personalized approach to the treatment of male reproductive disorders. The association 
between carriage of del mutant allele and decreased level of sperm motility suggests a role of this polymorphism 
in pathogenesis of male infertility. A general decrease in the level of DEFB126 gene expression in the patients 
affected by infertility also presumes a contribution of defensin 126 to pathogenesis of the disorder.

Keywords: antimicrobial peptide, DEFB126, HBD126, gene polymorphism, gene expression, idiopathic infertility, sperm motility, 
spermogram

Введение
Противомикробные пептиды представляют 

собой гетерогенную группу молекул, являющих-
ся первой линией защиты организма от патоге-
нов [7]. Это небольшие, состоящие из 12-50 ами-
нокислотных остатков молекулы с различными 
физико-химическими свойствами и структурой. 
Наиболее важными противомикробными пепти-
дами млекопитающих являются дефензины [13, 
18, 23, 26]. Описано 3 подсемейства дефензинов: 
α-, β- and θ-дефензины, в организме человека 
продуцируется α- и β-дефензины [4]. Противо-
микробные пептиды семейства β-дефензинов 
являются важными гуморальными компонента-
ми системы врожденного иммунитета и широ-
ко экспрессируются эпителиальными клетками 
слизистых оболочек респираторного и гастроин-
тестинального трактов, кожи, рта, глаза, а также 
мужского и женского урогенитальных трактов [3, 
18]. Спектр их функций охватывает такие про-
цессы, как обеспечение прямой противомикроб-
ной активности в отношении широкого спектра 
чужеродных микроорганизмов, влияние на хемо-
таксис, стимуляцию пролиферации клеток и вы-

работку ими цитокинов, а также участие в про-
цессах репродукции [20, 27]. 

Было показано, что несколько молекул семей-
ства β-дефензинов (DEFB118, DEFB125-127), 
гены которых картированы на коротком плече 20 
хромосомы, специфически и на высоком уров-
не экспрессируются в мужском репродуктивном 
тракте и мужскими половыми клетками, однако 
их роли и функции остаются не до конца изучен-
ными [27, 33]. 

Противомикробный пептид DEFB126 (HBD126) 
является важным структурным компонентом 
гликокаликса сперматозоидов млекопитающих 
и представляет собой гомодимер, связанный с 
мембраной гидрофобными аминокислотными 
остатками, с молекулярной массой 13 кДа и дли-
ной 111 аминокислот. β-дефензин DEFB126 и со-
стоит из типичного для этого семейства молекул 
богатого цистеином бета-дефензинового остова 
и специфичного высоко гликозилированного 
длинного пептидного конца [29]. Карбоксиль-
ный конец протеина имеет порядка 20 сайтов 
О-гликозилирования и содержит гликаны, бо-
гатые сиаловыми кислотами [19]. Как член се-
мейства β-дефензинов, DEFB126 демонстрирует 
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противомикробную активность in vitro и способ-
ность связывать липополисахарид [24]. Противо-
микробную активность дефензины проявляют, 
связываясь с плазматическими мембранами 
бактерий и разрушая их [3, 24]. Подтверждают 
защитную функцию белка эксперименты, про-
демонстрировавшие антимикробную активность 
in vitro рекомбинантного DEFB126 человека и его 
крысиного аналога Defb22 [16, 21]. Существуют 
единичные исследования, показывающие, что 
спектр функций DEFB126 также охватывает та-
кие процессы, как обеспечение эффективного 
продвижения сперматозоида в женском половом 
тракте, препятствие распознаванию сперматозо-
идов компонентами женской иммунной системы 
и успешное оплодотворение яйцеклетки [35, 36, 
37].

В последние годы коллективом ученых под 
руководством Tollner T.L. было продемонстри-
ровано, что идентифицированный в структуре 
гена дефензина человека DEFB126 полиморфизм 
dbSNP (rs11468374), представляющий собой дву-
нуклеотидную делецию во втором экзоне (2-nt 
del/del), вовлечен в патогенез снижения мужской 
репродуктивной функции [30]. Предполагается, 
что мутация гена DEFB126 ассоциирована со зна-
чительным изменением структуры гликокаликса 
и снижением количества О-гликанов в структуре 
его молекул и встречается среди мужчин разных 
популяций, опосредуя нарушения их фертильной 
функции невыясненного генеза [11, 14, 30, 35]. 

В связи с этим целью исследования явилось из-
учение роли полиморфного маркера rs11468374 
гена противомикробного пептида DEFB126 в па-
тогенезе мужского идиопатического бесплодия. 
Для достижения поставленной цели нами были 
определены уровни экспрессии гена DEFB126 в 
клетках подвижной фракции эякулята мужчин, 
имеющих нарушения фертильной функции, ис-
следованы распределения частот аллелей и гено-
типов полиморфного маркера rs11468374 среди 
мужчин московской популяции и ассоциация 
этих показателей с показателями подвижности 
сперматозоидов испытуемых.

Материалы и методы
Исследование было одобрено локальным 

этическим комитетом при ФГАОУ ВО РНИМУ 
им. Н.И. Пирогова МЗ РФ (протокол заседания 
№192 от 27 января 2020 г.). Все пациенты под-
писывали информированное согласие на участие 
в исследовании и согласие на обработку персо-
нальных данных, после чего были получены об-
разцы эякулята. 

Исследуемые группы
В исследование были включены 73 человека. 

В основную группу вошли 54 пациента с нару-
шением фертильной функции неустановленного 
генеза (средний возраст – 38,6±4,5 лет). Кон-

трольную группу составили 19 здоровых доно-
ров спермы репродуктивного возраста (средний 
возраст составил 32,8±4,7 года). Материал был 
предоставлен Н.Г. Митюшиной (клиника вспо-
могательных репродуктивных технологий и ле-
чения бесплодия «ВитроКлиник», руководитель 
сети центров репродукции, врач-репродуктолог, 
к.м.н. Базанов П.А.).

Критериями включения в основную группу 
являлись: мужской фактор бесплодия неустанов-
ленного генеза, подписание информированного 
согласия на участие в исследовании, возраст па-
циента от 28 до 45 лет.

Критериями исключения из основной группы 
являлись: наличие острых и обострения хрони-
ческих заболеваний, гидроцеле, варикоцеле, па-
ховой грыжи и других заболеваний, негативно 
влияющих на репродуктивную функцию, уста-
новленный женский фактор бесплодия в паре, 
употребление алкоголя и курение.

В группу контроля включались доноры с нор-
мальными параметрами спермограммы и без ка-
ких-либо нарушений со стороны репродуктив-
ной системы, соматических заболеваний, острых 
или обострения хронических заболеваний на мо-
мент участия в эксперименте. 

Сбор эякулята и анализ подвижности сперма-
тозоидов проводился в соответствии с рекомен-
дациями Всемирной организации здравоохране-
ния по исследованию и обработке эякулята [9]. 
Подвижность сперматозоидов оценивали мето-
дом фазово-контрастной микроскопии [9]. В за-
висимости от направления движения и скорости 
половые клетки принято делить на 4 категории – 
А, B, С, D. К категории А относятся спермато-
зоиды, двигающиеся по прямолинейной траек-
тории с высокой скоростью, к категории B – так 
же прямолинейно двигающиеся клетки, однако 
с меньшей скоростью. Категорию С составляют 
сперматозоиды, имеющие аномалии строения 
шейки или хвоста, в связи с чем они двигаются 
вокруг своей оси или хаотично, и к категории D 
относятся неподвижные клетки. Таким образом, 
согласно рекомендациям ВОЗ, показатель под-
вижности складывается из процентного содержа-
ния в эякуляте сперматозоидов категорий А и B, 
и в норме составляет 50%.

Получение подвижной фракции сперматозоидов
В соответствии с рекомендациями, описан-

ными в «Руководстве ВОЗ по исследованию и 
обработке эякулята человека», с использованием 
коммерческого набора SPERMGRAD™ (Vitrolife 
Sweden AB) в строгом соответствии с протоколом 
производителя методом центрифугирования эя-
кулята в градиенте плотностей производили от-
деление фракции подвижных сперматозоидов от 
округлых клеток, лейкоцитов, дегенерирующих 
половых клеток и клеточного дебриса. 
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Для получения двуслойного градиента, состо-
ящего из 45%-ных и 90%-ных растворов, 100%-
ный раствор SpermGrad (Vitrolife Sweden AB) раз-
водили с использованием рН-стабильной среды 
G-MOPS (Vitrolife Sweden AB). В чистые пробир-
ки для центрифугирования с коническим дном 
сначала вносили 1 мл 90%-ного раствора, затем 
медленно наслаивали на него 1 мл 45%-ного рас-
твора. Затем осторожно, не нарушая сепарации 
слоев, путем наслаивания на градиент, вносили 
1 мл разжиженного эякулята, и центрифугиро-
вали при 600 g в течение 20 минут. Далее пасте-
ровской пипеткой осторожно удаляли надосадок, 
содержащий семенную плазму, верхнюю интер-
фазу, 45%-ный слой и нижнюю интерфазу, а оса-
док, содержащий 90%-ный слой и целевые клет-
ки, переносили в другую стерильную коническую 
пробирку для центрифугировния, добавляли 2 мл 
буфера для гамет SpermRinse (Vitrolife Sweden AB) 
и центрифугировали при 600 g 11 минут. Затем 
удаляли супернатант, наслаивали на осадок 1 мл 
буфера SpermRinse и инкубировали в течение 2 
часов при +37 °C в атмосфере 6% CO2.

После определения подвижности сперматозо-
идов и выделения подвижной фракции сперма-
тозоидов, биоматериал в течение часа транспор-
тировали в лабораторию кафедры иммунологии 
МБФ (зав. каф. д.м.н., проф. Ганковская Л.В.), 
где определяли экспрессию и полиморфный мар-
кер rs11468374 гена DEFB126. 

Анализ экспрессии и полиморфного маркера 
гена DEFB126

Для выделения нуклеиновых кислот из полу-
ченной фракции сперматозоидов использовали 
набор реактивов для выделения ДНК/РНК мето-
дом аффинной сорбции на частицах силикагеля 
«АмплиПРАИМ Рибо-сорб» (ИнтерЛабСервис, 
Россия) строго в соответствии с протоколом 
производителя. Полученные образцы хранили 
при -70 °С. Далее осуществлялась постановка 
реакции обратной транскрипции (ОТ) в объеме 
25 мкл с использованием «Набора для проведе-
ния реакции обратной транскрипции» («Син-
тол», Россия) для синтеза копий кДНК на основе 
выделенной матричной РНК. Затем полученную 
кДНК использовали в постановке полимеразной 
цепной реакции в режиме реального времени. Ре-
акционную смесь готовили из реактивов «Набора 
для проведения ПЦР-РВ в присутствии интерка-
лирующего красителя SYBR Green I («Синтол», 
Россия), согласно рекомендациям фирмы-про-
изводителя. Реакцию ПЦР-РВ проводили в ам-
плификаторе Rotor-Gene Q (QIAGEN Hiden, 
Германия). Уровень экспрессии гена DEFB126 
оценивался по методу 2-∆∆Ct в относительных 
единицах относительно уровня экспрессии гена 
домашнего хозяйства β-актина ACTB (рис. 1, 2, 
3) [6, 8]. Необходимые праймеры были синтези-
рованы фирмой «Синтол» (Россия).

Программа ПЦР для исследования экспрес-
сии гена DEFB126 состояла из следующих этапов: 

– денатурация 95 °С – 5 мин, амплифика-
ция (отжиг 94 °С – 20 с, элонгация 64 °С – 30 с) – 
35 циклов;

– финальная экстенция 72 °С 5 мин. 
Для определения мутации гена человека 

DEFB126 rs11468374 проводилась постановка 
ПЦР-РВ. Последовательности аллель-спец-
ифичных праймеров для определения мутации в 
гомозиготном состоянии del/del DEFB126 и для 
определения аллеля дикого типа в гомозиготном 
состоянии wt/wt DEFB126 были синтезированы 
фирмой «Синтол» (Россия). Программа для опре-
деления полиморфизма гена DEFB126 rs11468374 
представлена ниже:

– денатурация 94 °С – 3 мин;
– амплификация (отжиг 94 °С – 60 с, элон-

гация 60 °С – 20 с, экстенция 72 °С – 1 мин) 35 
циклов;

– финальная экстенция 72 °С 7 минут.
Статистическая обработка данных проведена 

с использованием программного обеспечения 
Microsoft Excel 2016, STATISTICA 10.0 и GraphPad 
Prism 4.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, 
США). Данные были проверены на нормаль-
ность распределения, определены их дисперсии. 
Сравнение исследуемых групп проводили с ис-
пользованием непараметрического аналога дис-
персионного анализа – критерия Краскела–Уол-
лиса и U-критерия Манна–Уитни.

Частоту встречаемости мутантного аллеля и 
аллеля дикого типа определяли прямым под-
счетом. Для оценки степени различий в частоте 
встречаемости генотипов между исследуемыми 
группами использовался точный критерий χ2 
Пирсона. При этом рассчитывали коэффициент 
отношения шансов (OR) с 95%-ным доверитель-
ным интервалом (DI), а также р-значение. Со-
ответствие распределения генотипов в обследо-
ванных группах каноническому распределению 
Харди–Вайнберга оценивали с помощью крите-
рия χ2. Уровень достоверности принимали 0,05. 

Результаты
Оценка подвижности сперматозоидов и экспрес-

сии гена DEFB126 у пациентов с нарушением репро-
дуктивной функции

На первом этапе исследования нами были 
проанализированы показатели подвижности 
сперматозоидов и определены уровни экспрес-
сии гена DEFB126 среди пациентов с наруше-
нием фертильной функции и доноров здоровой 
группы. 

Сперматозоиды пациентов с нарушением ре-
продуктивной функции демонстрировали нару-
шение подвижности различной степени выражен-
ности, чем объясняется разброс этого по казателя 
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(рис. 1). Достоверных различий выявлено не было 
без изучения генотипа.

Экспрессия гена противомикробного пепти-
да DEFB126 у пациентов основной группы была 
снижена в 7,48 раза в сравнении с группой кон-
троля (р = 0,0001).

Анализ распределения частот аллелей и ге-
нотипов полиморфного маркера rs11468374 гена 
DEFB126

Далее нами был исследован аллельный поли-
морфизм rs11468374 гена DEFB126 (табл. 1). 

Полученное распределение генотипов по по-
лиморфизму rs11468374 среди обследованных 
мужчин соответствовало ожидаемому распреде-
лению Харди–Вайнберга (χ2 = 1,98, p = 0,159 в 
исследуемой группе и χ2 = 1,82, р = 0,176 в кон-
трольной группе). Согласно полученным дан-
ным, у обследованных пациентов с нарушени-
ем фертильной функции (n = 56) в сравнении с 
группой контроля (n = 19) частота встречаемости 
мутантного аллеля del в популяции возрастает в 
1,9 раза – с 23% до 45% (табл. 1). 

Среди мужчин с бесплодием носителями нор-
мального генотипа wt/wt явились 25% обследо-
ванных, в то время как среди доноров контроль-
ной группы этот показатель в 2 раза больше и 
составляет 52,6%. Генотип wt/del встречается у 
58,9% мужчин основной группы и у 47,4% кон-
трольной группы. Примечательно, что неблаго-
приятный мутантный генотип del/del был обна-
ружен только среди бесплодных мужчин (16,1%), 
мужчин-носителей мутации в гомозиготном по-
ложении среди контрольной группы обнаружено 
не было (табл. 1). 

Достоверное увеличение частоты носитель-
ства мутантного аллеля del в основной группе 
пациентов с бесплодием (χ2 = 6,073, р = 0,013, 
OR = 3,15; 95% CI 1,04-9,52) свидетельствует об 
ассоциации данного аллеля с повышенным ри-
ском нарушения репродуктивной функции муж-
чин.

Рисунок 1. Уровни экспрессии гена DEFB126 и уровни 
подвижности сперматозоидов обследуемых мужчин
Примечание. Серым цветом выделены колонки, 
демонстрирующие уровень экспрессии, голубым – уровень 
подвижности. 
Figure 1. Expression levels of the DEFB126 gene and levels of 
sperm motility in the examined men
Note. Columns showing the level of expression are highlighted in grey, 
and the level of mobility is highlighted in blue.
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Исследование уровней экспрессии гена DEFB126 
в зависимости от генотипа пациентов по полиморф-
ному маркеру rs11468374

При наличии генетической мутации DEFB126 
del в ходе транскрипции гена образуются абер-
рантные мРНК, лишенные стоп-кодона, которые 
быстро разрушаются вследствие непрерывной 
работы клеточных механизмов контроля каче-
ства образующихся мРНК – nonstop-деградации 
(nonstop mediated decay). В связи с этим на сле-
дующем этапе исследования мы распределили 
больных на группы в зависимости от опреде-
ленного генотипа по полиморфному маркеру 
rs11468374 гена DEFB126 и провели оценку уров-
ней экспрессии этого гена в полученных группах. 

В начале мы провели сравнение уровня экс-
прессии целевого гена в сперматозоидах группы 
больных с генотипом DEFB126 del/del с экспрес-
сией здоровых доноров с генотипами DEFB126 
wt/wt и DEFB126 wt/del (рис. 2).

ТАБЛИЦА 1. ЧАСТОТЫ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ АЛЛЕЛЕЙ И ГЕНОТИПОВ ПОЛИМОРФНОГО МАРКЕРА RS11468374 ГЕНА 
DEFB126 В ОБСЛЕДУЕМЫХ ГРУППАХ МУЖЧИН
TABLE 1. FREQUENCIES OF DISTRIBUTION OF ALLELES AND GENOTYPES OF THE POLYMORPHIC MARKER RS11468374 
OF THE DEFB126 GENE IN THE EXAMINED GROUPS OF MEN

Обследуемая группа
Group

Аллель
Allele

Генотип
Genotype

wt del wt/wt wt/del del/del
% % n % n % n %

Мужчины 
с бесплодием
Infertile men

54 45 14 25 33 58,9 9 16,1

Контрольная группа
Control group 76 23 10 52,6 9 47,4 0 0
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Рисунок 2. Левый график: уровень экспрессии гена DEFB126 пациентов основной группы с бесплодием  
(генотип DEFB126 del/del) и контрольной группы (генотип DEFB126 wt/wt). Правый график: уровень экспрессии гена 
DEFB126 у пациентов основной группы с бесплодием (генотип DEFB126 del/del) и контрольной группы (генотип 
DEFB126 wt/del)
Примечание. Уровень значимости принимался < 0,05.
Figure 2. Left graph: the level of DEFB126 gene expression in patients of the main group with infertility (DEFB126 del/del genotype) 
and control group (DEFB126 wt/wt genotype). Right graph: the level of DEFB126 gene expression in patients of the main group with 
infertility (genotype DEFB126 del/del) and control group (genotype DEFB126 wt/del)
Note. The significance level was taken < 0.05.

Рисунок 3. Левый график: уровень экспрессии гена DEFB126 у пациентов основной группы с бесплодием  
(генотип DEFB126 wt/wt) и контрольной группы (генотип DEFB126 wt/wt). Правый график: уровень экспрессии гена 
DEFB126 у пациентов основной группы с бесплодием (генотип DEFB126 wt/del) и контрольной группы (генотип 
DEFB126 wt/del)
Примечание. * – уровень значимости принимался < 0,05.
Figure 3. Left graph: the level of DEFB126 gene expression in patients of the main group with infertility (DEFB126 wt/wt genotype) 
and the control group (DEFB126 wt/wt genotype). Right graph: the level of DEFB126 gene expression in patients of the main group 
with infertility (DEFB126 wt/del genotype) and control group (DEFB126 wt/del genotype)
Note. *, the significance level was taken < 0.05.
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Наиболее выраженной оказалась разница в 
уровнях экспресси гена β-дефензина DEFB126 у 
пациентов основной группы, являющихся носи-
телями мутации в гомозиготном положении (ге-
нотип DEFB126 del/del), при сравнении с пациен-
тами группы контроля с генотипом DEFB126 
wt/wt: разница составила 12,32 раза, р = 0,00063 
(рис. 2, левый график). В сравнении с донора-

ми здоровой группы с генотипом DEFB126 wt/ del 
экспрессия была достоверно снижена в 10,64 
раза, р = 0,00057 (рис. 2, правый график).

Далее мы сравнили экспрессию гена β-де-
фензина DEFB126 среди пациентов основной 
группы с генотипом дикого типа DEFB126 wt/wt 
и донорами контрольной группы с аналогичным 
генотипом, и пациентами-носителями мутации в 
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гетерозиготном положении с группой контроля 
(генотип DEFB126 wt/del). 

При изучении уровня экспрессии гена β-де-
фензина в сперматозоидах пациентов с нару-
шением репродуктивной функции и генотипом 
DEFB126 wt/wt было также обнаружено сниже-
ние этого показателя в 5,25 раза в сравнении с 
пациентами контрольной группы с генотипом 
DEFB126 wt/wt (р = 0,02) (рис. 3, левый график). 
Далее мы определили уровни экспрессии в груп-
пе пациентов-носителей мутантного аллеля del 
в гетерозиготном положении (генотип DEFB126 
wt/ del) и также обнаружили снижение уров-
ня мРНК в 4,28 раза в сравнении с пациентами 
контрольной группы с аналогичным генотипом 
DEFB126 wt/ del (р = 0,0009) (рис. 1, правый гра-
фик). 

Исследование уровней подвижности спермато-
зоидов в зависимости от генотипа пациентов по по-
лиморфному маркеру rs11468374

На следующем этапе работы мы исследовали, 
как меняется степень выраженности астенозоо-
спермии сперматозоидов у пациентов основной 
группы в зависимости от их генотипа по поли-
морфному маркеру rs11468374. 

Было показано, что у пациентов с генотипом 
DEFB126 del/del наблюдается наиболее выражен-
ная астенозооспермия: подвижность сперматозо-
идов снижена в 5,2 раза в сравнении с показате-
лем подвижности доноров контрольной группы 
(р = 0,000009). Подвижность сперматозоидов 
пациентов с нарушением фертильной функции 
и нормальным генотипом DEFB126 wt/ wt сни-
жена незначительно (табл. 2). Таким образом, 
носительство неблагоприятного гомозиготного 
генотипа DEFB126 del/del достоверно ассоцииро-
вано со развитием астенозооспермии (χ2 = 9,902; 
р = 0,008).

Обсуждение
В последние годы бесплодие приобретает ста-

тус глобальной проблемы, с которой сталкива-
ется до 15% пар при планировании семьи, и на 
сегодняшний день число пар, столкнувшихся с 
данным диагнозом, составляет 49 млн, что явля-

ется острой как медицинской, так и социальной 
проблемой [2]. Особенная актуальность пробле-
мы заключается в том, что около 30-40% обсле-
дуемых мужчин сталкиваются с диагнозом идио-
патического бесплодия, т. е. причинный фактор 
нарушения фертильной функции выявить не 
удает ся [1, 5, 10, 17]. Рутинное исследование эя-
кулята в рамках спермограммы позволяет изучить 
морфо-функциональное состояние сперматозо-
идов, но не учитывает биохимические особенно-
сти этих клеток, и потому требуется расширение 
методов диагностики мужской репродуктивной 
дисфункции.

В ходе созревания в семенниках сперма-
тозоиды претерпевают ряд морфологических, 
физиологических и биохимических пост-транс-
ляционных модификаций, существенно ска-
зывающихся на их функциональной активно-
сти [28]. Эти изменения влияют на подвижность 
клеток, их способность к миграции, капацита-
ции и оплодотворению яйцеклетки в женских 
половых путях [14]. Появление на поверхности 
сперматозоидов белка DEFB126 является пост-
трансляционной модификацией, в ходе которой 
он синтезируется de novo в аппарате Гольджи, 
после чего мигрирует в составе секреторных ве-
зикул к клеточной поверхности и встраивается в 
мембрану [32]. Данные иммунофлюоресцентного 
анализа и электронной микроскопии показыва-
ют, что данный дефензин равномерно распреде-
лен по всей клеточной поверхности сперматозо-
ида [34, 35]. 

Впервые роль молекулы DEFB126 в репро-
дуктивных процессах была предположена в ходе 
исследований, проведенных на сперматозоидах 
приматов: удаление с клеточной поверхности 
молекул белка дефензина вело к нарушению спо-
собности половых клеток самцов проходить че-
рез слой цервикального мукуса. Группа ученых 
во главе с Theodore L. Tollner продемонстриро-
вала значительное сокращение числа сперма-
тозоидов, способных продвигаться сквозь слой 
цервикальной слизи при оплодотворении, по-
сле удаления концевых остатков сиаловых кис-
лот с поверхности гликокаликса, являющихся 

ТАБЛИЦА 2. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ПОКАЗАТЕЛЕЙ ПОДВИЖНОСТИ СПЕРМАТОЗОИДОВ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ГЕНОТИПА 
DEFB126, Mе±SD
TABLE 2. SPERM MOTILITY DEPENDING ON GENOTYPE DEFB126, Mе±SD

Группа
Group

Генотип
Genotype

Основная группа 
(А+Б), %

Infertile men
(А+B), %

Контрольная группа
(А+Б), %

Control group
(А+B), %

wt/wt 41,5±4,4 47,00±3,06*
wt/del 39,0±7,6 46,00±3,04
del/del 9,0±5,5* –
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компонентами карбоксильного конца молекулы 
DEFB126. При этом добавление растворимого 
белка DEFB126 к суспензии таких сперматозо-
идов вело к восстановлению структуры глико-
каликса и способности клеток к миграции [36]. 
В ходе дальнейших исследований был обнару-
жен двунуклеотидный аллельный полиморфизм 
гена DEFB126 (rs11468374), и авторами было вы-
двинуто предположение о том, что носительство 
мутантного генотипа DEFB126 del/del ассоции-
ровано со значительным изменением структуры 
гликокаликса и снижением количества сиаловых 
кислот в структуре молекул DEFB126, что объяс-
няет снижение способности к миграции сперма-
тозоидов в женском репродуктивном тракте [29]. 
Полученные нами данные согласуются с гипоте-
зами и результатами исследований прошлых лет: 
сперматозоиды пациентов с бесплодием с гено-
типом DEFB126 del/del демонстрируют снижение 
подвижности в 5,2 раза в сравнении с показате-
лями доноров группы сравнения, что позволяет 
сделать вывод о том, что носительство неблаго-
приятного мутантного аллеля del ассоциировано 
с развитием астенозооспермии. 

В своей работе мы изучили распределение 
частот аллелей и генотипов полиморфного мар-
кера rs11468374 гена DEFB126 среди мужчин 
московской популяции, 89% обследуемых – 
представители славянской народности, 11% 
составили представители кавказской, прибал-
тийской и татарской народностей. Согласно по-
лученному нами результату, распространение 
мутантного аллеля в изученной популяции под-
чиняется равновесию Харди–Вайнберга и ча-
стота его распределения составляет 0,45 (табл. 1) 
среди мужчин с нарушением фертильной функ-
ции. Подобное исследование было проведено в 
иранской, китайской, японской, нигерийcкой и 
британской популяциях, где также было установ-
лено соответствие закону о генетическом равно-
весии, частота распределения мутантного аллеля 
составила 0,44-0,61 [14, 30]. 

Анализ распределения частот мутантного ал-
леля del показал, что у мужчин с бесплодием дан-
ный аллель встречается в 1,9 раза чаще, чем среди 
доноров группы сравнения. При исследовании 
частот распределения генотипов полиморфно-
го маркера rs11468374 нами было показано, что 
16,1% мужчин с бесплодием являются носителя-
ми неблагоприятного аллеля del в гомозиготном 
состоянии, в то время как среди доноров группы 
контроля мужчин с генотипом DEFB126 del/  del 
обнаружено не было (табл. 1). Таким образом, 
мы продемонстрировали достоверную ассоциа-
цию между носительством аллеля del и повышен-
ным риском нарушения фертильной функции 
(χ2 = 6,073, р = 0,013, OR = 3,15; 95% CI 1,04-9,52). 
В исследовании, проведенном Boroujeni P.B. и 
соавт., было выявлено, что мутантный генотип 
DEFB126 del/del статистически чаще встречается 

в группе пациентов с идиопатическим бесплоди-
ем в сравнении с контролем [14].

В дополнение нами впервые была изучена 
ассоциация между экспрессией гена DEFB126 
и носительством мутантного аллеля. Известно, 
что данный полиморфизм представляет собой 
делецию двух нуклеотидов во втором экзоне, и 
результатом этой мутации является сдвиг рам-
ки считывания и образование мРНК, лишенной 
стоп-кодона [22]. При исследовании других ге-
нов, несущих мутации, при которых отсутству-
ет стоп-кодон внутри рамки считывания, было 
показано, что экспрессия дефектных мРНК до-
стоверно понижена в сравнении с уровнем со-
ответствующей нормальной мРНК [12, 15]. Мы 
показали, что экспрессия гена DEFB126 в группе 
мужчин с генотипом DEFB126 del/del достовер-
но снижена в 12,32 раза в сравнении с донорами 
контрольной группы с генотипом DEFB126 wt/wt 
(рис. 2). Однако также мы выявили, что у паци-
ентов с нарушением репродуктивной функции с 
генотипом DEFB126 wt/wt экспрессия изучаемого 
гена достоверно снижена в 5,25 раза в сравнении 
с донорами с генотипом DEFB126 wt/wt (рис. 3). 
Можно предположить, что причинами снижения 
экспрессии в данной случае являются механизмы 
посттранскрипционной регуляции экспрессии 
генов и влияние микроРНК, что требует дальней-
шего изучения. 

Заключение
Анализируя данные проведенных исследова-

ний по изучению механизмов нарушения репро-
дуктивной функции, известные на сегодняшний 
день, можно утверждать, что генетический меха-
низм является сложным и не до конца изученным. 
Показанная нами ассоциация носительства му-
тантного аллеля del и снижения уровня подвиж-
ности сперматозоидов пациентов свидетельствует 
о роли данного полиморфизма в патогенезе муж-
ского бесплодия. Снижение уровня экспрессии 
гена DEFB126 в группе пациентов с бесплодием 
также подтверждает вклад дефензина в патогенез 
заболевания. Предложенное нами комплексное 
исследование на структурном и экспрессионном 
уровне гена DEFB126 и его ассоциации с подвиж-
ностью сперматозоидов в эякуляте представляет 
собой новый подход к выявлению конкретной 
причины нарушения мужской репродуктивной 
функции и может быть использовано для усовер-
шенствования диагностики мужского бесплодия. 
Дальнейшее изучение молекулярно-генетиче-
ских механизмов снижения мужской фертильной 
функции и выявление предиктивных маркеров 
позволит проводить более качественную страти-
фикацию пациентов на группы риска и предло-
жить им персонализированный подход в терапии 
и назначении вспомогательных репродуктивных 
технологий. 
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