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Описаны методы выделения сперматозоидов из мужской спермы: отмывание от семенной плазмы, цен-
трифугирование эякулята в градиенте плотности и метод «swim-up». Даётся сравнительная характеристика 
эффективности методов, а также описаны их недостатки. Выбор метода зависит от того, проводится вы-
деление половых клеток для клинического использования или для исследовательских целей, а так же от 
характеристик эякулята и правил, предусмотренных в конкретной лаборатории.
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Сперма или эякулят – это порция спер-
матозоидов и спермоплазмы, выделяюща-
яся из уретры во время одной эякуляции. 
При селекции половых клеток с целью 
дальнейшего их использования в програм-
мах вспомогательных репродуктивных тех-
нологий (ВРТ), либо при проведении науч-
ных и лабораторных исследований бывает 
необходимо выделение половых клеток из 
спермоплазмы. 

Для выделения сперматозоидов из спер-
мы существуют разные методы: отмывание 
от семенной плазмы, центрифугирование 
эякулята в градиенте плотности и метод 
«swim-up». Другие методы обработки спер-
мы, например, методы фильтрации (в ко-
лонках из стекловолокна, стеклянных гра-
нул или поперечно-сшитого декстранового 
геля), используются крайне редко в силу их 
неоправданной трудоёмкости.

Важным условием при выборе того или 
иного метода является сохранение жизнеспо-
собности и кинетических параметров муж-
ских половых клеток после их выделения, 
а при выделении сперматозоидов с целью их 
селекции для программ ВРТ необходимым 
является получение фракции прогрессив-
но подвижных форм сперматозоидов с нор-
мальной структурой хроматина [1, 10].

Достаточно часто применяется метод 
отмывания, в результате которого сперму 

разделяют на сперматозоиды и спермоплаз-
му центрифугированием при 1700 g, после 
сперматозоиды отмывают дважды физио-
логическим раствором, или после разведе-
ния спермы в 0,9 % NaCI (1:1) отмывание 
выполняют центрифугированием при 400 g 
в течение 5 мин [5, 7].

Метод отмывания – самый простой ме-
тод выделения сперматозоидов из спермы 
и в процессе подготовки сперматозоидов 
к программам ВРТ применяется чаще всего 
к эякуляту хорошего качества. К недостат-
кам метода относят образование активных 
форм кислорода (АФК) в осадке клеток по-
сле центрифугирования, а так же оседание 
вместе с подвижными сперматозоидами по-
тенциально токсичных клеток и мёртвых 
сперматозоидов, что может оказывать нега-
тивный эффект и сказываться на сохранно-
сти генетического материала жизнеспособ-
ных сперматозоидов [6, 8].

Поэтому одним из направлений опти-
мизации программы экстракорпорального 
оплодотворения (ЭКО) является разработка 
методов, позволяющих с наибольшей эф-
фективностью выделить из спермы фрак-
цию прогрессивно подвижных спермато-
зоидов, используемую для инсеминации 
ооцитов, которая имела бы наилучшие по-
казатели кинематики и морфологии. В свя-
зи с этим наиболее широко применяемыми 
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в ВРТ и в большинстве лабораторий для по-
лучения подвижной фракции используется 
метод всплытия «swim-up», либо фракцио-
нирование эякулята в градиенте плотности 
перколла (технология обработки спермы 
«Percoll» или «PureSperm») [1, 9].

Метод всплытия «swim-up» довольно 
часто используемый метод миграции спер-
матозоидов. Подход имитирует естествен-
ное перемещение сперматозоидов через 
цервикальную слизь. При этом фракция 
спермы располагается под фракцией культу-
ральной среды, что позволяет прогрессивно 
подвижным сперматозоидам переместиться 
во фракцию среды. В качестве среды часто 
используется среда ReadySwimtm («Nidacon 
International AB», Швеция).

Метод «swim-up» отделяет сперматозо-
иды от остального состава эякулята исклю-
чительно на основании их подвижности, 
однако не отделяет ни морфологически де-
формированные, ни сперматозоиды с нару-
шенным хроматином. Так же не удаляются 
бактерии и вирусы, присутствие которых 
и продуцируемых ими эндотоксинов или ре-
акционноактивных соединений кислорода из 
клеток, мёртвых или погибающих спермато-
зоидов, оказывает губительное действие на 
функциональную полноценность хроматина, 
на оплодотворяющую способность и выжи-
ваемость всех сперматозоидов [4, 10]. 

Центрифугирование спермы в гради-
енте плотности позволяет отобрать под-
вижные сперматозоиды с нормальной 
морфологией. Метод основан на принципе 
центрифугирования спермы через градиент, 
образованный, двумя-тремя слоями раство-
ров с возрастающей плотностью (масса/
объём), содержащих различные концентра-
ции частиц коллоидного кремния. Таким 
образом, подход основан на разделении 
компонентов (клеток) эякулята по их удель-
ному весу и плотности. 

При выполнении метода градиентного 
центрифугирования образец спермы распо-
лагается поверх градиента. В процессе цен-
трифугирования сперматозоиды перемеща-
ются к той позиции в градиенте, которая 
отвечает их собственной плотности, други-
ми словами, к их изопикнической точке [9].

Технология центрифугирования спер-
матозоидов в градиенте плотности возмож-
на с использованием в качестве коллоида 
«Percolltm» («KABI Pharmacia», Швеция) 
для исследовательских целей, а для клини-
ческого использования в качестве материа-
ла для выделения сперматозоидов из спер-
мы применяется «PureSperm» («Nidacon 
International AB», Швеция).

Кроме того, в процессе градиентного 
центрифугирования могут быть отделены 

другие клетки, присутствующие в спер-
ме, например, лейкоциты и эпителиальные 
клетки, так же как мёртвые и погибающие 
сперматозоиды, которые служат источни-
ком АФК и могут вызывать оксидативный 
стресс. Одновременное удаление спермато-
зоидов с повреждённым хроматином и ис-
точников АФК должно смягчить воздей-
ствие их высокой концентрации на образцы 
спермы в процессе её обработки [2, 3]. 

Считается, что применение перколла 
позволяет более полно выделить из спермы 
прогрессивно подвижные сперматозоиды. 
В то же время популяция сперматозоидов, 
полученная при использовании метода 
«swim-up», характеризуется лучшими ки-
нематическими параметрами, а также мень-
шим числом нежизнеспособных и апоп-
тотических сперматозоидов по сравнению 
с популяцией клеток, выделенных метода-
ми простого отмывания от семенной плаз-
мы и непрерывного центрифугирования 
в градиенте плотности перколла [1].

Относительно того, какой из методов 
выделения фракции подвижных клеток 
в большей степени повышает долю мор-
фологически нормальных сперматозоидов, 
нет единого мнения. Имеются указания как 
на преимущества использования перколла, 
так и «swim-up», а также равную эффектив-
ность этих методов.

Сравнительный анализ этих двух основ-
ных методов выделения прогрессивно под-
вижной фракции сперматозоидов показал, 
что метод «swim-up» более эффективен в се-
лекции клеток с нормальным хроматином, 
чем градиент плотности. Более того, после 
обработки в градиенте «PureSperm» в неко-
торых случаях степень повреждения ДНК – 
индекс фрагментации (ИФ) – повышался. 
Средний ИФ в эякуляте составлял 12 %, по-
сле применения «swim-up» – 5,5 % [1]. 

Некоторые авторы считают, что наибо-
лее эффективным для выделения из спермы 
фракции прогрессивно подвижных спер-
матозоидов и при селекции клеток с нор-
мальной структурой хроматина, является 
комбинированный метод, суть которого за-
ключается в последовательном применении 
центрифугирования в изотоническом 90 % 
перколле и дальнейшего всплытия сперма-
тозоидов из полученного осадка. Эта моди-
фикация позволяет сочетать преимущества 
обеих методик. Так, было показано, что при 
этом эффективно повышается доля сперма-
тозоидов с нормальной структурой хромати-
на. Применение комбинированного метода 
выделения прогрессивно подвижных поло-
вых клеток позволяет получить популяцию 
сперматозоидов со значительно лучшими 
морфологическими характеристиками по 
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сравнению с нативным эякулятом как при 
нормо-, так и при патоспермии [9, 10].

Следует так же отметить, что немало-
важным при выделении сперматозоидов из 
спермы для селекции клеток с целью даль-
нейшего их использования в программах 
ВРТ является контроль контаминации.

Способность градиента PureSperm уда-
лять вирусы, например, вирус иммуноде-
фицита человека (ВИЧ) или вирус гепатита 
С, имеет важное значение для предложения 
ВРТ супружеским парам, в которых муж 
инфицирован.

Применение градиента PureSperm в со-
четании с методом «swim-up» при выделе-
нии сперматозоидов для ВРТ способно сни-
жать вирусную контаминацию ниже уровня 
детекции и является безопасной альтерна-
тивой для зачатия ребенка у супружеских 
пар, в которых муж серопозитивен по ВИЧ. 

В то же время отделение всех вирусов 
от популяции сперматозоидов может быть 
невозможным. Так, например, удалось 
идентифицировать ДНК вируса папилломы 
человека в сперматозоидах после обработ-
ки в градиенте перколла, т.е. сперматозои-
ды могут служить в качестве векторов для 
определенных вирусов. Однако некоторые 
авторы считают, что вирус папилломы че-
ловека может удаляться градиентом плот-
ности PureSperm [1].

Анализируя данные разных исследо-
ваний, проведённых как в России, так и за 
рубежом, можно сказать, что до настоя-
щего времени не сложилось единого мне-
ния какой метод лучше использовать для 
выделения сперматозоидов из нативного 
эякулята. Выбор метода зависит от того, 
проводится выделение половых клеток для 
исследовательских целей или для клиниче-
ского использования, а так же от характери-

стик эякулята и правил, предусмотренных 
в конкретной лаборатории. Так, например, 
к недостатку методики «swim-up» следует 
отнести неадекватность подхода при вы-
раженной астенозооспермии (низкой под-
вижности сперматозоидов). Подход гради-
ентного центрифугирования применяется 
многими лабораториями, как штатный спо-
соб обработки спермы низкого качества.
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