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Резюме 
Основным методом оценки репродуктивной функции мужчин является 

спермиологический анализ, который не всегда является показательным для 
установления причины бесплодия. В литературных данных особая роль в 
нарушении мужской фертильности отводится оксидативному стрессу, в 
результате которого повреждаются мужские половые клетки. Повреждение 
мембран сперматозоидов сопровождается выходом их ДНК во внеклеточное 
пространство, что является индуктором развития местной воспалительной 
реакции. В таком случае, поддержание гомеостаза семенной жидкости будет 
зависеть от эффективности деградации внеклеточной ДНК. У человека 
данную функцию осуществляют ферменты ДНКазы, локализованные во всех 
тканях и биологических жидкостях организма. Также отмечена их роль в 
процессе оплодотворения и фрагментации генетического материала 
сперматозоидов. Избыток или недостаток ДНКаз может привести к развитию 
широкого спектра заболеваний. Целью настоящего исследования являлось 
установление референтных интервалов для ДНКазы 1L3 и ДНКазы II эякулята 
и поиск связей между концентрацией нуклеаз и показателями 
спермиологического анализа. В качестве материала для исследования 
использовали семенную жидкость 82 условно-здоровых мужчин в возрасте 18-
49 лет, обследованных на базе НИИ иммунологии ЮУГМУ. Критериями 
исключения являлось наличие воспалительных заболеваний урогенитального 
тракта и ИППП. Спермиологический анализ проводился согласно 
лабораторному руководству ВОЗ. Обследование на ИППП проводили 
методом ПЦР в режиме реального времени. Концентрацию ДНКаз в эякуляте 
определяли методом ИФА. Описательную статистику, построение гистограмм 
и референтных интервалов проводили в программе «R». Нами впервые были 
определены уровни ДНКазы 1L3 и ДНКазы II в семенной жидкости и 
установлены для них референтные интервалы. Сдвиги значений концентраций 
ДНКазы 1L3 и ДНКазы II, вероятнее всего, могут рассматриваться как 
индикаторы возможных патологических состояний. В частности, повышенная 
концентрация ДНКазы 1L3 – индикатор патологического процесса, связанного 
с низкой подвижностью сперматозоидов, а высокие уровни ДНКазы II можно 
рассматривать как индикатор местной воспалительной реакции. 

Ключевые слова: дезоксирибонуклеазы, сперматозоиды, 
спермиологический анализ, мужское бесплодие, качество эякулята, 
воспаление. 
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Abstract 
The main method of assessing male reproductive function is sperm analysis, 

which is not always indicative of the cause of infertility. In the literature, a special 
role in the violation of male fertility is attributed to oxidative stress, the result of 
which the male germ cells are damaged. Damage of spermatozoa membranes is 
accompanied by the release of their DNA into the extracellular space, which is an 
inducer of local inflammatory reaction. In this case, the maintenance of seminal fluid 
homeostasis will depend on the efficiency of degradation of extracellular DNA. In 
human beings, this function is performed by DNAase enzymes localized in all 
tissues and body fluids. Their role in the process of fertilization and fragmentation 
of genetic material of spermatozoa is also noted. Excess or deficiency of DNAases 
can lead to the development of a wide range of diseases. The aim of the present study 
was to establish reference intervals for ejaculate DNAase 1L3 and DNAase II and 
to search for relationships between the concentration of nucleases and sperm 
analysis parameters. The seminal fluid of 82 conditionally healthy men aged 18-49 
years examined at the Research Institute of Immunology of SUSMU was used as a 
material for the study. Exclusion criteria were the presence of inflammatory diseases 
of the urogenital tract and STIs. Sperm analysis was performed according to the 
WHO laboratory manual. STI examination was performed by real-time PCR. 
DNAase concentration in the ejaculate was determined by ELISA method. 
Descriptive statistics, construction of histograms and reference intervals were 
performed in the program “R”. For the first time we have determined the levels of 
DNase 1L3 and DNase II in seminal fluid and established reference intervals for 
them. Shifts in DNAase 1L3 and DNAase II concentrations can most likely be 
considered as indicators of possible pathologic conditions. In particular, an increased 
concentration of DNase 1L3 is an indicator of a pathological process associated with 
low sperm motility, and high levels of DNase II can be considered as an indicator of 
a local inflammatory reaction. 

Keywords: deoxyribonucleases, spermatozoa, sperm analysis, male 
infertility, ejaculate quality, inflammation.
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1 Введение  1 
 2 

На сегодняшний день в развитых странах фиксируется низкий уровень 3 
рождаемости [7]. Примерно 15% сексуально активных пар репродуктивного 4 
возраста считаются бесплодными, причём более 50% случаев бесплодия 5 
приходится на мужской фактор [5, 21]. В России, в том числе, отмечена 6 
устойчивая тенденция к росту мужского фактора бесплодия на основании 7 
обращений семейных пар в репродуктивные клиники [19]. 8 

Снижение мужской фертильности может быть обусловлено разными 9 
факторами: врождёнными пороками, травмами мочеполовой системы, 10 
опухолями репродуктивных органов, гормональным дисбалансом, 11 
генетическими, иммунологическими и инфекционными факторами, а также 12 
образом жизни [2]. Оценка фертильного потенциала мужчины начинается с 13 
лабораторного исследования эякулята — спермиологического анализа. 14 
Снижение качественных и количественных показателей семенной жидкости, 15 
в частности уменьшение концентрации сперматозоидов в семенной жидкости, 16 
нарушение их морфологии и подвижности, может привести к бесплодию [1, 3, 17 
4, 21]. 18 

В 30-40% случаев не удаётся выявить фактор, снижающий 19 
фертильность. В таком случае говорят об идиопатическом бесплодии, то есть 20 
бесплодии неясного генеза. В литературных данных особая роль в нарушении 21 
мужской фертильности отводится избыточному образованию активных форм 22 
кислорода (АФК), то есть оксидативному стрессу [8, 10]. Одной из ключевых 23 
причин развития окислительного стресса являются воспалительные процессы 24 
инфекционного и неинфекционного характера. АФК оказывают токсическое 25 
действие на клеточные мембраны сперматозоидов, что сопровождается 26 
нарушением их целостности. Под агрессивное действие АФК также попадает 27 
генетический материал сперматозоидов. В совокупности эти процессы 28 
приводят к дисфункциональности мужских половых клеток. В результате 29 
повреждения мембран сперматозоидов их нуклеиновые кислоты попадают во 30 
внеклеточное пространство, что является индуктором развития местной 31 
воспалительной реакции [3, 18, 20]. 32 

Внеклеточная ДНК (вкДНК) представляет собой генетический материал 33 
повреждённых и умирающих клеток, который может быть распознан 34 
иммунной системой как чужеродный объект, вызывая воспалительную 35 
реакцию и выработку антител [14].  36 

В свою очередь, индуцированный вкДНК воспалительный процесс 37 
приводит к образованию активных форм кислорода. В таком случае, 38 
поддержание гомеостаза семенной жидкости будет зависеть от эффективности 39 
деградации внеклеточной ДНК. В организме человека данную функцию 40 
осуществляют ферменты семейства ДНКазы I и ДНКазы II [14]. 41 

ДНКазы представляют собой гидролитические ферменты, которые 42 
расщепляют фосфодиэфирные связи между пентозой и фосфатным остовом 43 
ДНК. Эти ферменты принимают участие в процессах репликации, 44 
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рекомбинации и репарации ДНК, конденсации хроматина, а также участвуют 45 
в метаболизме внеклеточной ДНК [14]. Множество функций обуславливает 46 
разнообразие ферментов данной группы и их локализацию в различных 47 
органах и тканях организма [17]. 48 

В предыдущих исследованиях семенной жидкости было доказано, что 49 
при высоком уровне ДНКазы I обнаруживаются низкие уровни 50 
антиспермальных антител (АСАТ), а эякулят характеризуется меньшей 51 
вязкостью и коротким временем разжижения. Также авторами была 52 
предпринята попытка установить референтные интервалы для данного 53 
фермента [6]. 54 

На данный момент в литературе нет информации о присутствии в 55 
эякуляте ДНКазы 1L3, однако этот фермент относится к семейству ДНКазы I, 56 
представители которого наиболее изучены и встречаются во многих 57 
биологических жидкостях, в том числе и в эякуляте. ДНКаза 1L3 (она же 58 
ДНКаза γ) активна в нейтральной или слабощелочной среде (pH 6,5-8,0). 59 
Кроме того, участвует в деградации генетического материала при апоптозе 60 
клеток и расщепляет внеклеточно расположенную ДНК. Некоторые авторы 61 
предполагают, что ДНКаза 1L3 может проникать в неповреждённые клетки и, 62 
возможно, способна разрушать хроматин [9, 14, 15, 16, 17, 18]. 63 

Согласно литературным данным, в семенной жидкости присутствует 64 
также ДНКаза II [14, 18]. ДНКаза II проявляет активность при кислых 65 
значениях среды (pH 4,8-5,2), поэтому наибольшая концентрация отмечена в 66 
лизосомах. В составе фаголизосом ДНКаза II принимает участие в деградации 67 
фагоцитированной ДНК [12, 13, 16, 17, 18]. 68 

Биологическая роль вышеперечисленных ДНКаз в эякуляте заключается 69 
в элиминации генетического материала патогенных и условно-патогенных 70 
микроорганизмов, разрушенных компонентов клеток собственного организма. 71 
Также в литературных данных отмечена роль нуклеаз в процессе 72 
оплодотворения: они способствуют продвижению сперматозоидов по 73 
женским репродуктивным путям [12, 14]. Отсутствие или недостаточный 74 
уровень ДНКаз может привести к развитию широкого спектра заболеваний в 75 
результате накопления внеклеточной ДНК [17].  76 

С другой стороны, согласно исследованиям Gosalves J. et al., ДНКазы 77 
способны проникать через мембраны неповреждённых клеток и вызывать 78 
одноцепочечные и двухцепочечные разрывы ДНК.  В таком случае эти 79 
ферменты представляют потенциальную угрозу как для мужских половых 80 
клеток, так и женских, за счёт фрагментации их генетического материала [14]. 81 

Таким образом, оценка концентрации ДНКаз обоих семейств в семенной 82 
жидкости позволит получить дополнительную информацию о 83 
репродуктивном потенциале мужчин за счёт понимания физиологической 84 
роли этих ферментов. Полученные данные помогут изучить одну из 85 
возможных причин развития идиопатического бесплодия и, в дальнейшем, 86 
стать дополнительным критерием оценки мужской фертильной функции. 87 
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В настоящее время в литературных источниках нет данных о 88 
референтных показателях концентрации ДНКазы 1L3 и ДНКазы II в семенной 89 
жидкости, в связи с этим мы решили установить референтные интервалы для 90 
этих нуклеаз.  91 
2 Материалы и методы 92 

В качестве материала для исследования использовали семенную 93 
жидкость 82 условно-здоровых мужчин в возрасте 18-49 лет (средний возраст: 94 
34 ± 0,9 года), обследованных на базе НИИ иммунологии ЮУГМУ. Участники 95 
исследования были проинформированы о целях исследования, процедурах и 96 
анализах, проводимых в его рамках. Они дали добровольное письменное 97 
согласие на участие в исследовании. Критериями включения были 98 
репродуктивный возраст от 18 до 49 лет, исключение приёма алкоголя, 99 
антибиотикотерапии, массажа предстательной железы, перегревания и 100 
переохлаждения в течение последних 3 месяцев, а также половое воздержание 101 
в течение 3-5 дней перед обследованием. Критериями исключения являлось 102 
наличие воспалительных заболеваний урогенитального тракта и ИППП.   103 
Образцы эякулята отбирались путём мастурбации в стерильный пластиковый 104 
контейнер и в течение часа доставлялись в лабораторию. 105 

Спермиологический анализ проводился согласно лабораторному 106 
руководству ВОЗ по исследованию и обработке эякулята человека, шестое 107 
издание [4]. Для определения антиспермальных антител (АСАТ) в эякуляте 108 
использовали наборы “SpermMar Test IgG” и “SpermMar Test IgA” (FertiPro 109 
N.V., Бельгия). Обследование на ИППП (Chlamidia trachomatis, Mycoplasma 110 
genitalium, Trichomonas vaginalis, Neisseria gonorrhoeae) осуществляли 111 
методом ПЦР в режиме реального времени с использованием тест-систем 112 
«РеалБест ДНК Chlamydia trachomatis/Mycoplasma genitalium» и «РеалБест 113 
ДНК Trichomonas vaginalis/Neisseria gonorrhoeae» (Вектор-Бест, Россия). Для 114 
определения уровней концентраций ДНКазы 1 L3 и ДНКазы II использовали 115 
тест-системы “ELISA Kit for Deoxyribonuclease I Like Protein 3” и “ELISA Kit 116 
for Deoxyribonuclease II” (Cloud-CloneCorp., США).  117 

Описательную статистику, построение диаграмм и референтных 118 
интервалов для ДНКаз проводили в программе «R». При установлении 119 
референтных интервалов опирались на руководство EP28-A3c Института 120 
клинических и лабораторных испытаний (CLSI) [11]. Анализ главных 121 
компонент (ГК) проводили в программе и PAST (version 4.13). 122 
3 Результаты и обсуждение 123 

На первом этапе исследования мы получили данные о концентрациях 124 
ДНКазы 1L3 и ДНКазы II в эякуляте мужчин репродуктивного возраста и 125 
проанализировали их с помощью описательных методов статистики (таб. 1.).  126 

При проверке полученных данных на нормальность было обнаружено 127 
ненормальное распределение (рис. 1 и рис. 2) 128 

В связи с асимметричным распределением ДНКаз использовали 129 
нормализующее преобразование Бокса-Кокса. На основе преобразованных 130 
данных были построены точечные диаграммы референтных интервалов для 131 
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ДНКазы 1L3 и ДНКазы II. На графике сплошной линией обозначены границы 132 
интервалов (верхние и нижние), пунктирными линиями — 90-% 133 
доверительные интервалы для установленных границ (рис. 3 и рис.4.).  134 
 Рассчитанные РИ концентрации ДНКаз в семенной жидкости мужчин 135 
репродуктивного возраста имели следующие значения: 136 

• для ДНКазы 1L3 нижняя граница составила 0,02 [0,01; 0,03] пг/мл, 137 
верхняя граница — 1,76 [1,30; 2,36] пг/мл; 138 

• для ДНКазы II нижняя граница составила 0,78 [0,50; 1,16] пг/мл, верхняя 139 
граница — 25,91 [21,19; 31,42] пг/мл. 140 
 141 
На следующем этапе были определены связи между концентрациями 142 

ДНКазы 1L3 и ДНКазы II эякулята и показателями спермиологического 143 
анализа (таб. 2.).  144 

С помощью корреляционного анализа Спирмена были выявлены связи 145 
между концентрацией ДНКазы 1L3 и такими показателями 146 
спермиологического анализа, как pH (r = 0,30; p = 0,006) и уровнем 147 
антиспермальных антител класса G (r = -0,34; p = 0,002). Также были 148 
обнаружены тенденции к положительной корреляции с показателями «цвет», 149 
«время разжижжения» и «неподвижные сперматозоиды», и отрицательной 150 
корреляции с показателем «общая подвижность». Были установлены 151 
корреляции между концентрацией ДНКазы II и показателями 152 
спермиологического анализа, а именно со временем разжижжения (r = -0,25; p 153 
= 0,027) и уровнем антиспермальных антител класса G (r = 0,26; p = 0,018).   154 
Также была обнаружена тенденция к отрицательной корреляции с показателем 155 
«pH». 156 
Мы допускаем, что физиологическое участие ДНКазы 1L3 заключается в 157 
обеспечении условий для успешной транспортировки сперматозоидов к месту 158 
оплодотворения через цервикальный канал, так как оптимум активности pH 159 
для ДНКазы 1L3 находится в диапазоне 6,5-8,0. В середине менструального 160 
цикла (овуляция) цервикальная слизь характеризуется значениями pH 7,0-8,5. 161 
Это оптимальные условия для сохранения жизнеспособности и подвижности 162 
сперматозоидов в ходе реализации их биологических функций [4]. Нами было 163 
выявлено, что эякулят с повышенной концентрацией ДНКазы 1L3 164 
сопровождается более высокими значениями pH (щелочная среда), 165 
минимальными значениями концентрации антиспермальных антител класса G 166 
(IgG), снижением количества подвижных сперматозоидов. Возможно, ДНКаза 167 
1L3 ответственна за утилизацию поврежденных сперматозоидов. Однако, 168 
опираясь на литературные данные, ДНКазе 1L3 отводят серьезную роль в 169 
патогенезе аутоиммнных процессов [15, 16, 18]. Полученные данные 170 
позволяют выдвинуть предположение, что ДНКаза 1L3 способна проникать 171 
сквозь мембраны сперматозоидов, повреждать хроматин, что, вероятно, 172 
способствует увеличению количества неподвижных сперматозоидов [9, 14, 173 
15]. 174 
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Физиологическая роль ДНКазы II в эякуляте, предположительно, может 175 
заключаться в обеспечении оптимальных условий для продвижения 176 
сперматозоидов в кислой среде влагалища. Однако нами была выявлена связь 177 
повышенной концентрации ДНКазы II с повышенным уровнем 178 
антиспермальных антител класса G и смещением pH к нейтральным 179 
значениям. Учитывая преимущественно внутриклеточную локализацию 180 
ДНКазы II в составе лизосом, можно сделать предположение, что 181 
обнаружение более высоких значений ДНКазы II в эякуляте свидетельствуют 182 
о повреждении клеток семенной жидкости вследствие оксидативного стресса. 183 
Данное обстоятельство подкрепляется высокими значениями уровней IgG, что 184 
указывает на возможное участие ДНКазы II в воспалительном процессе. 185 
4 Заключение 186 

Нами впервые были определены уровни и установлены референтные 187 
интервалы для ДНКазы 1L3 и ДНКазы II в семенной жидкости мужчин 188 
репродуктивного возраста. На сегодняшний день нет данных о референтных 189 
интервалах концентрации этих нуклеаз в семенной жидкости. В условиях 190 
отсутствия информации относительно референтных интервалов для ДНКазы 191 
1L3 и ДНКазы II в семенной жидкости предлагаем ориентироваться на 192 
установленные в данном исследовании референтные интервалы. Полученные 193 
знания о концентрациях ДНКаз в семенной жидкости будут дополняться с 194 
увеличением выборки обследуемых лиц. Определение референтных 195 
интервалов, действительно, является важной задачей, в связи с серьёзной 196 
физиологической ролью изученных ферментов. Сдвиги значений 197 
концентраций ДНКазы 1L3 и ДНКазы II, вероятнее всего, могут 198 
рассматриваться как индикаторы возможных патологических состояний. В 199 
частности, повышенная концентрация ДНКазы 1L3 – индикатор 200 
патологического процесса, связанного с низкой подвижностью 201 
сперматозоидов, а высокие уровни ДНКазы II можно рассматривать как 202 
индикатор местной воспалительной реакции.   203 

Для поддержания гомеостаза эякулята, а значит нормальной 204 
репродуктивной функции, необходима оптимальная концентрация обеих 205 
нуклеаз.  206 
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ТАБЛИЦЫ 
 
Таблица 1. Уровни ДНКазы 1L3 и ДНКаза II в семенной жидкости мужчин 
репродуктивного возраста, пг/мл. 
Table 1. Levels of DNase 1L3 and DNase II in seminal fluid of men of reproductive 
age, pg/mL. 
Показатели 
Indicators 

Среднее [95% ДИ] 
Mean [95% CI] 

Xmin; Xmax 
Xmin; Xmax 

Mе (Q1; Q3) 
Mе (Q1; Q3) 

ДНКазы 1L3  
DNase 1L3 
(n=82) 

0,38±0,04 [0,30; 0,47] 0,016; 1,64 0,20 (0,11; 0,55) 

ДНКаза II  
DNase II 
(n=80) 

8,01±0,71[6,65; 9,38] 0,49; 30,20 6,35 (3,47; 
11,25) 

 
Таблица 2. Коэффициенты ранговой корреляции Спирмена между 
показателями спермиологического анализа и значениями концентраций 
ДНКазы 1L3 и ДНКазы II. 
Table 2. Spearman's rank correlation coefficients between sperm analysis 
parameters and the values of DNase 1L3 and DNase II concentrations. 

Показатели 
спермиологического 
анализа 
Sperm analysis 
parameters 

ДНКаза 1L3 
DNase 1L3 

ДНКазы II 
DNase II 

rS p rS p 

Возраст 
Age 0,11 0,320 0,03 0,797 

Воздержание 
Sexual abstinence -0,03 0,814 0,09 0,423 

Цвет 
Color 0,21 0,063** -0,15 0,173 

Мутность 
Turbidity -0,01 0,939 -0,16 0,145 

pH 
pH 0,30 0,006* -0,21 0,068** 

Время разжижения 
Liquefaction  0,20 0,076** -0,25 0,027* 

Вязкость 
Viscosity 0,12 0,266 -0,15 0,173 

Объем эякулята 
Volume -0,14 0,200 0,10 0,357 

Концентрация 
сперматозоидов 
Sperm concentration 

0,01 0,903 0,11 0,336 
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Общее количество 
сперматозоидов 
Total sperm number 

-0,06 0,596 0,18 0,113 

Прогрессивно-
подвижные 
сперматозоиды (PR) 
Progressive 
motility (PR) 

-0,17 0,120 0,11 0,313 

Непрогрессивно-
подвижные 
сперматозоиды (NP) 
Non-progressive 
motility (NP) 

-0,02 0,886 0,03 0,799 

Общая подвижность 
(PR+NP) 
Total motility 
(PR+NP) 

-0,21 0,057** 0,10 0,392 

Неподвижные 
сперматозоиды (IM) 
Immotile 
spermatozoa (IM) 

0,21 0,057** -0,10 0,392 

Агглютинация 
сперматозоидов 
Agglutination 

-0,11 0,338 -0,06 0,584 

Неспецифическая 
агрегация 
Non-specific 
aggregation  

-0,05 0,648 -0,02 0,882 

Нормальные формы 
сперматозоидов 
Normal forms  

0,00 0,969 0,04 0,756 

Патологические 
формы 
сперматозоидов 
Pathologic forms  

0,02 0,827 -0,09 0,437 

Патология головки 
сперматозоидов 
Abnormal heads 

0,01 0,899 -0,06 0,607 

Патология шейки 
сперматозоидов 
Abnormal midpieces 

-0,04 0,717 0,10 0,384 

Патология хвоста 
сперматозоидов 
Abnormal tails 

0,05 0,671 -0,01 0,901 
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Клетки 
сперматогенеза 
Spermatogenic cells 

0,17 0,116 -0,05 0,673 

Лейкоциты в 
эякуляте 
Leukocyte 

-0,02 0,883 0,14 0,206 

Слизь в эякуляте 
Mucus  -0,03 0,814 -0,06 0,611 

Антиспермальные 
антитела класса А  
MAR test (anti-IgA) 

-0,16 0,160 0,12 0,288 

Антиспермальные 
антитела класса G 
MAR test (anti-IgG) 

-0,34 0,002* 0,26 0,018* 

Примечание: Значения коэффициента корреляции: до 0,4 – слабая 
корреляция; 0,4 – 0,7 – средняя корреляция; более 0,7 – сильная корреляция. 
*Статистически значимая связь (p≤0,05). 
**Тенденция к связи (0,05 < p ≤ 0,10). 
Note: Correlation coefficient values: up to 0.4 - weak correlation; 0.4 - 0.7 - 
moderate correlation; more than 0.7 - strong correlation. 
*Statistically significant correlation (p≤0.05). 
**Correlation trend (0.05 < p ≤ 0.10). 
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РИСУНКИ 
 
Рисунок 1. Гистограмма распределения ДНКазы 1L3. 
Figure 1. Histogram of the distribution of DNase 1L3. 
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Рисунок 2. Гистограмма распределения ДНКазы II. 
Figure 2. Histogram of the distribution of DNase II. 
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Рисунок 3. Точечная диаграмма концентрации ДНКазы 1L3 в семенной 
жидкости с референтными интервалами. 
Figure 3. Dot plot of DNase 1L3 concentration in seminal fluid with reference 
intervals. 

 
Примечание: Сплошные линии обозначают границы интервалов, пунктирные 
— 90%-ый доверительный интервал для границ 

Note: Solid lines indicate interval boundaries, dashed lines indicate 90% confidence 
interval for the boundaries 
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Рисунок 4. Точечная диаграмма концентрации ДНКазы II в семенной 
жидкости с референтными интервалами. 
Figure 4. Dot plot of DNase II concentration in seminal fluid with reference 
intervals. 

 
Примечание: Сплошные линии обозначают границы интервалов, пунктирные 
— 90%-ый доверительный интервал для границ 

Note: Solid lines indicate interval boundaries, dashed lines indicate 90% confidence 
interval for the boundaries. 
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