
__________________________________________________________________________________ 

MORPHOLOGIA • 2020 • Том 14 • № 3 
 

148 

 

 

М.П. Петрушко 

О.В. Павлович 

А.Ю. Пуговкін 

І.Ф. Коваленко 

В.І. Піняєв 

Т.О. Юрчук 
 

Інститут проблем кріобіоло-

гії і кріомедицини,  

Харків, Україна 

 

Надійшла: 06.08.2020 

Прийнята: 20.09.2020 
 

 

DOI: https://doi.org/10.26641/1997-9665.2020.3.148-153 

 

УДК 57.086.13: 612.616.2.014.2 

ІНДУКЦІЯ ВАКУОЛІЗАЦІЇ В СПЕРМА-

ТОЗОЇДАХ ЧОЛОВІКІВ З ОЛІГОАСТЕ-

НОТЕРАТОЗООСПЕРМІЄЮ ПІСЛЯ 

КРІОКОНСЕРВУВАННЯ З ГЛІЦЕРИ-

НОМ І ПОЛІВІНІЛПІРОЛІДОНОМ 
 

 

Petrushko M.P. , Pavlovich О.V. , Puhovkin A.Yu. , Kovalenko I.F. , Pinyaev V.I. , Yurchuk T.O.  

 Induction of vacuolization in spermatozoa from men with oligoasthenoteratozoospermia after cryopreservation 
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ABSTRACT. Background. The two–step method using penetrating cryoprotectant glycerol is a routine for cryopreservation 
of spermatozoa from men with normal spermatogenesis. However, the use of this freezing method in the case of oligoasthe-
noteratozoospermia (OAT) leads to additional cells damage and there is a need to search for new effective cryopreservation 
method. The sperm vacuolization inherent in male gametes plays a negative role, reducing the fertilizing ability of cells. Ob-

jective. The aim of the study was to assess the degree of vacuolization induced in human OAT sperm after cryopreservation 

by a two–stage method using glycerol and polyvinylpyrrolidone (PVP), molecular mass 360000. Methods. The isolated 
sperm fraction was divided into 3 groups: group I – native spermatozoa, II – spermatozoa cryopreserved by the two–stage 
method with 10% glycerol, group III – spermatozoa cryopreserved by the two–stage method with 10% PVP. Results. About 
5% of spermatozoa contained vacuoles in group I. The number of spermatozoa with one small vacuole increased to (19.68 ± 
2.27)% in group II. And in group III the number of cells without vacuoles was comparable with native spermatozoa: 95.59 ± 
1.59 and (96.09 ± 2.02)%, respectively. Conclusion. Thus, the use of a penetrating cryoprotectant of glycerol at 10% concen-
tration for two–stage method cryopreservation of human spermatozoa initiates the vacuoles formation while the use of non–
penetrating PVP can prevent vacuolization. 
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Вступ 

Кріоконсервування стало невід'ємною час-

тиною допоміжних репродуктивних технологій 
(ДРТ) і використовується для збереження гамет, 

ембріонів та репродуктивних тканин [1]. Незва-

жаючи на те, що сперматозоїди людини менш 

чутливі до дії кріогенних факторів, в порівнянні 

з іншими типами клітин, кріоконсервування має 

суттєвий вплив на їх морфофункціональні харак-

теристики [2, 3]. Відомо, що ультраморфологіч-

ний статус субклітинних органел сперматозоїда в 

значній мірі визначає їх запліднювальну здат-
ність [4]. Більш того, сперматозоїди, які містять 

вакуолі, запропоновано виключити з вибірки 

клітин для інтрацитоплазматичної ін'єкції в оо-

цит (ICSI) при ДРТ, для підвищення частоти за-

пліднення, покращення розвитку ембріонів і на-

стання вагітності [5,6]. 
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Двоетапний метод з використанням прони-

каючого кріопротектору гліцерину є рутинним 

для кріоконсервування сперматозоїдів чоловіків 

з нормальним сперматогенезом. Однак застосу-

вання даного методу при заморожуванні сперма-

тозоїдів чоловіків з діагнозом безпліддя в наслі-

док олігоастенотератозооспермії (ОАТ) призво-

дить до виникнення додаткових ушкоджень клі-

тин [2]. Метою даного дослідження була оцінка 
ступеня вакуолізації сперматозоїдів людини при 

ОАТ після кріоконсервування двоетапним мето-

дом з використанням проникаючого кріопротек-

тора гліцерину і непроникаючого ПВП. 

Матеріали та методи 

Досліджували сперматозоїди чоловіків ві-

ком 20 до 40 років (n = 24) з діагнозом ОАТ. 

Оцінку репродуктивної функції чоловіків прово-

дили згідно рекомендаціям ВООЗ [7]. Після роз-

рідження еякуляту протягом 40 хв при 37 ° С 

аналізували сперміологічні характеристики за 

допомогою системи CASA [8]. Основними ком-
понентами системи CASA були мікроскоп 

Olympus IX–71 (Olympus, Японія) з оптикою і 

позитивною фазовою контрастністю, відеокаме-

ра (CCD) і програмне забезпечення для обробки 

зображень (Sperm Class Analyzer – Automatic 

system of sperm analysis). Час вимірювання для 

CASA становив 4 × 2,6 с, а частота дискретизації 

кадрів – 25 Гц. 

Рухливу фракцію сперматозоїдів отримува-

ли шляхом центрифугування еякуляту в градієнті 

щільності Sperm Gradiet Kit (Cook, США). Виді-
лену фракцію сперматозоїдів розподіляли на 3 

групи: I – нативні сперматозоїди, II – спермато-

зоїди, кріоконсервовані двоетапним методом з 

10% розчином гліцерину (Sigma Aldrich, США), 

група III – сперматозоїди, кріоконсервовані дво-

етапним методом з 10% ПВП молекулярною ма-

сою 360000 (Cook, США). Кріозахисні розчини 

готували на середовищі Global total for ferti-

?ization (CooperSurgical, США), яке містило 10% 

сироватковий альбумін людини (CooperSurgical, 

США). 
Кріоконсервування зразків проводили в крі-

овіалах (Nunc, США), об’єм суспензії становив 

від 10 до 50 мкл, в залежності від вихідних хара-

ктеристик біоматеріалу. Виділену фракцію спер-

матозоїдів змішували у співвідношенні 1: 1 з 

кріозахисним розчином в кріовіалах та після 10 

хв інкубації розміщували над дзеркалом рідкого 

азоту на відстані 10 см та через 10 хв швидко 

занурювали в рідкий азот. Зразки відігрівали на 

водяній бані (40 °С) до повного зникнення твер-

дої фази. 

Для оцінки ступеня вакуолізації виділену 
фракцію сперматозоїдів поміщали в краплю з 

ПВП для іммобілізації клітин. Підраховували 

кількість сперматозоїдів категорії 1 – без вакуо-

лізації, 2 – одна маленька вакуоль, 3 – одна вели-

ка вакуоль, 4 – множинна вакуолізація. Підрахо-

вували 100 клітин в кожному зразку з викорис-

танням конфокального скануючого мікроскопу 

Carl Zeiss LSM 510 Meta (Carl Zeiss , Німеччина) 

при збільшенні у 6000 разів. Для аналізу зобра-

жень використовували програму LSM Image 

Examiner та AxioVision Rel. 4.7 (Carl Zeiss, Німе-

ччина). 

Всі дослідження були виконані з дотриман-
ням правил біомедичної етики. На проведення 

досліджень було отримано письмову, вільну і 

інформовану згоду пацієнтів. Для статистичної 

обробки використовували програму «Excel» 

(Microsoft, США). Дані приводили як середнє 

значення – стандартне відхилення. При порів-

нянні двох вибірок застосовували t-критерій Фі-

шера - Стьюдента та програму «Excel» ( Micro-

?oft, США) при р <0,05. 

Результати та їх обговорення 

Було з’ясовано, що (96,09±2,02)% нативних 

сперматозоїдів не містять вакуолей. Проте бли-
зько 4% сперматозоїдів цієї групи характеризу-

валося наявністю вакуолізації (Рис. 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
Рис. 1. Сперматозоїди людини з вакуолізацією: а – 

категорія 1, б – 2, в – 3. 

 
Сперматозоїди з вакуолями, віднесені до ка-

тегорій 2–4, в групі I зустрічалися в рівній про-

порції (табл.). Кріоконсервування сперматозоїдів 

групи II призводило до зниження кількості клі-

тин без вакуолізації за рахунок істотного збіль-

шення (у 13,1 рази) кількості клітин з вакуолями 

категорії 2 (р <0,001). Після кріоконсервування 

сперматозоїдів групи III кількість клітин без ва-

куолізації знаходилося на рівні контролю. Кіль-

кість сперматозоїдів категорії 2–4 мала тенден-

цію до зростання в порівнянні з групою 1 (р> 
0,05). 
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Таблиця 1 

Частота вакуолізації нативних та кріоконсервованих сперматозоїдів чоловіків з ОАТ 

 

Категорія 

вакуолізації 

Група 

I II III 

1 96,09±2,02 77,36±2,96* 95,59±1,59 

2 1,45±1,01 19,68±2,27* 1,50±0,96 

3 1,54±0,96 1,54±0,96 1,68±0,89 

4 1,318±0,99 1,41±0,95 1,63±0,79 

Примітка. * – значущі відмінності у порівнянні з відповідним показником групи I і III (Р <0,05). 

 

Рутинний аналіз еякуляту характеризує кон-

центрацію, рухливість і морфологічні характери-
стики чоловічих гамет [9]. Вакуолізовані сперма-

тозоїди, як правило, класифікують як такі, що 

мають аномальну морфологію, окремо не виді-

ляючи дану патологію [10]. З часу першого опи-

су вакуолей головки сперматозоїдів з викорис-

танням спостереження рухливих сперматозоїдів 

в реальному часі [11], класифікація вакуолей за 

їх розташуванням, кількістю та розмірами не 

були чітко визначені. Великі вакуолі визначалися 

як такі, що займали більше 4% від загальної 

площини головки [12, 13, 14]. 
Клітинні вакуолі утворюються з мембран-

них бульбашок, внаслідок відділення частини 

ендоплазматичного ретикулуму та комплексу 

Гольджі. Думки авторів щодо походження ваку-

олей сперматозоїдів суперечливі: одні вважають, 

що вакуолі виникають всередині ядра, інші – 

повідомляють про їх акросомальне походження 

[15–19]. Показано, що сперматозоїди, які не міс-

тять вакуолей, мають більш низьку частоту фра-

гментації ДНК у порівнянні з вакуолізованими 

[20]. Ряд досліджень показали кореляцію між 

порушеннями конденсації хроматину та його 
дезорганізації з вакуолізацією. [21, 22]. Згідно А. 

Agarwal зі співавт. вакуолі відображають пору-

шення упаковки хроматину і фрагментації ДНК 

[23]. Фрагментація ДНК може бути пов'язана з 

процесами апоптозу, оскільки в сперматозоїдах 

людини були виявлені апоптотичні маркери, такі 

як: екстерналізація фосфатидилсерину та каспаз 

3 [24, 25]. Показано, що у пацієнтів з нормозоос-

пермією відсутність вакуолей в клітинах, або 

наявність невеликих вакуолей (менше 20% пове-

рхні ядра) корелює з наявністю нефрагментова-
ною ДНК [26]. Було описано значне збільшення 

вакуолізації сперматозоїдів після кріоконсерву-

вання методом вітрифікації [27]. Незважаючи на 

те, що при вітрифікації використовували невисо-

кі концентрації кріопротекторів, після відігріву 

кількість клітин з нормальними морфологічними 

характеристиками знижувалося за рахунок збі-

льшення сперматозоїдів з вакуолізацією. N. 

Gatimel зі співавт. повідомили, що повільне за-

морожування не викликає істотного її збільшен-

ня [28]. З іншого боку, F. Biotrelle зі співавт. екс-

периментально показали зниження кількості ру-
хливих сперматозоїдів і індукцію утворення ва-

куолей після повільного заморожування [29]. 

Негативний ефект гліцерину при використанні 

даного методу кріоконсервування швидше за все 

пов'язаний з тим, що не відбувається термодина-

мічної рівноваги між зовнішнім та внутрішньок-

літинним середовищем, при цьому частина внут-

рішньоклітинної води не встигає покинути клі-

тину. В результаті в ній виникають кристали 

льоду, які можуть викликати пошкодження орга-

нел і, як наслідок, відшаровування їх дрібних 
компартментів та вакуолізацію. Застосування 

непроникаючого кріопротектору, імовірно, приз-

водить до достатньої регідратації клітин, тим 

самим знижує пошкодження внутрішньоклітин-

ними кристалами льоду, які викликають вакуолі-

зацію. 

Підсумок 

Частота вакуолізації в нативних сперматозо-

їдах людини при ОАТ становить близько 4%. 

Кріоконсервування двоетапним методом з гліце-

рином індукує вакуолізацію з утворенням пере-

важно дрібних вакуолей. Застосування в якості 
кріопротектору 10% ПВП запобігає утворенню 

вакуоле, що розкриває його переваги та перспек-

тиви щодо заморожування репродуктивних клі-

тин чоловіків з патологіями сперматогенезу. 

Перспектива подальших досліджень – ви-

вчення впливу вакуолізації нативних і кріокон-

сервованих сперматозоїдів на частоту фрагмен-

тації ДНК, запліднення ооцитів та розвитку in 

vitro ембріонів до стадії бластоцисти. 

Джерела фінансування 

Дослідження проведено в рамках науково-
дослідної роботи «Оцінка ступеня фрагментації 

ДНК сперматогенних клітин на різних стадіях 

диференціювання як обов'язкового компонента 

технології їх кріоконсервування» (номер держа-

вної реєстрації 0120U100378). 

Інформація про конфлікт інтересів 

Потенційних або явних конфліктів інтересів, 

що пов'язані з цим рукописом, на момент публі-

кації не існує та не передбачається. 
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Петрушко М.П., Павлович О.В., Пуговкін А.Ю., Коваленко І.Ф., Піняєв В.І., Юрчук Т.О. Ін-

дукція вакуолізації в сперматозоїдах чоловіків з олігоастенотератозооспермією після кріоконсер-

вування з гліцерином і полівінілпіролідоном. 

РЕФЕРАТ. Актуальність. Двоетапний метод з використанням проникаючого кріопротектору глі-
церину є рутинним для кріоконсервування сперматозоїдів чоловіків з нормальним сперматогенезом. Од-

нак застосування даного способу заморожування у випадку олігоастенотератозоосперміі (ОАТ) призво-

дить до виникнення додаткових ушкоджень клітин і виникає необхідність у пошуку нових ефективних 

способах кріоконсервування. Вакуолізація сперматозоїдів, притаманна чоловічим гаметам, відіграє нега-

тивну роль, знижуючи здатність до запліднення клітин. Мета. Оцінка ступеня вакуолизації, індукованої 

в ОАТ сперматозоїдах людини після кріоконсервування двохетапним методом з використанням гліцери-

ну та полівінілпіролідону (ПВП), молекулярною масою 360000. Методи. Виділену фракцію сперматозої-

дів поділяли на 3 групи: група I – нативні сперматозоїди, II – сперматозоїди, кріоконсервовані з 10% роз-

чином гліцерину, група III – кріоконсервовані з 10% ПВП. Результати. В групі I близько 5% сперматозо-

їдів містили вакуолі. У групі II кількості сперматозоїдів з однією дрібною вакуоллю збільшилася до 

(19,68 ± 2,27)%. А в групі III кількість клітин без вакуолей було порівняно з нативними сперматозоїдами: 
95,59 ± 1,59 і (96,09 ± 2,02)% відповідно. Підсумок. Таким чином, використання проникаючого кріопро-

тектори гліцерину в концентрації 10% для двоетапного кріоконсервування сперматозоїдів людини 

ініціює утворення вакуолей, в той час як застосування непроникаючої ПВП дозволяє запобігти ва-

куалізації. 

Ключові слова: сперматозоїд, кріоконсервування, вакуолізація. 

 

 

Петрушко М.П., Павлович Е.В., Пуговкин А.Ю., Коваленко И.Ф., Пиняев В.И., Юрчук Т.О. 

Индукция вакуолизации в сперматозоидах мужчин с олигоастенотератозооспермией после крио-

консервирования с глицерином и поливинилпирролидоном. 

РЕФЕРАТ. Актуальность. Двухэтапный метод с использованием проникающего криопротектора 

глицерина является рутинным для криоконсервирования сперматозоидов мужчин с нормальным сперма-
тогенезом. Однако применение данного способа замораживания в случае олигоастенотератозооспермии 

(ОАТ) приводит к возникновению дополнительных повреждений клеток и возникает необходимость в 

поиске новых эффективных способах криоконсервирования. Вакуолизация сперматозоидов, присущая 

мужским гаметам, играет отрицательную роль, снижая оплодотворяющую способность клеток. Цель. 

Оценка степени вакуолизации, индуцируемой в ОАТ сперматозоидах человека после криоконсервирова-
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ния двухэтапным методом с использованием глицерина и поливинилпирролидона (ПВП), молекулярной 

массой 360000. Методы. Выделенную фракцию сперматозоидов разделяли на 3 группы: группа I – на-

тивные сперматозоиды, II – сперматозоиды, криоконсервированные с 10% раствором глицерина, группа 

III – криоконсервированные с 10% ПВП. Результаты. В группе I около 5% сперматозоидов содержали 

вакуоли. В группе II количества сперматозоидов с одной мелкой вакуолью увеличилось до 

(19,68±2,27)%. А в группе III количество клеток без вакуолей было сравнимо с нативными сперматозои-

дами: 95,59±1,59 и (96,09±2,02)% соответственно. Заключение. Таким образом, использование прони-

кающего криопротектора глицерина в концентрации 10% для двухэтапного криоконсервирования спер-

матозоидов человека инициирует образование вакуолей, в то время как применение непроникающего 
ПВП позволяет предотвратить вакуализацию.  

Ключевые слова: сперматозоиды, криоконсервирование, вакуолизация. 

 


