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Резюме
Актуальность. Биологические жидкости организма содержат множество популяций внеклеточных ве-

зикул (ВВ), которые различаются по размеру, клеточному происхождению, молекулярному составу и био-
логической активности. В данном исследовании впервые был применен метод выделения ВВ из семенной 
плазмы (СП) с помощью асимметричной глубинной фильтрации без использования метода ультрацентри-
фугирования, который на данный момент является классическим в лабораторной практике. Цель. Подтвер-
дить возможность использования нового метода выделения ВВ СП с помощью асимметричной глубинной 
фильтрации через полупроницаемую мембрану, который может послужить достойной альтернативой ру-
тинному методу ультрацентрифугирования. Материалы и методы. Было отобрано 12 образцов семенной 
плазмы молодых мужчин и пациентов позднего репродуктивного возраста со слабо выраженной формой 
тератозооспермии. Из данных проб исследуемым методом были выделены ВВ СП. Вестерн-блот анализ 
на мембранные маркеры везикул CD9, CD63, CD81 показал присутствие ВВ СП в изучаемых образцах. 
Трансмиссионная электронная микроскопия также доказала присутствие ВВ СП. Были описаны морфоло-
гические особенности ВВ СП мужчин различного возраста. Количественные характеристики образцов ВВ 
СП оценивали с помощью Nanoparticle Tracking Analysis (NTA-анализ). Результаты. Полученные распре-
деления частиц по размерам и концентрации демонстрируют возрастные изменения ВВ СП: в препаратах 
группы позднего репродуктивного возраста выявлен сдвиг пика распределения в сторону частиц большего 
размера по сравнению с пиком распределения в группе молодых мужчин. Заключение. Полученные ре-
зультаты дают основание для продолжения изучения ВВ СП и рассмотрения возможностей клинического 
использования ВВ СП в программах экстракорпорального оплодотворения.

Ключевые слова: бесплодие, внеклеточные везикулы, возраст, вспомогательные репродуктивные 
технологии, простасомы, семенная плазма, экзосомы, эякулят
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Abstract
Background. Biological fluids contain diverse extracellular vesicle (EV) populations differing in size, origin, 

composition, and function. This study pioneers asymmetric depth filtration for isolating seminal plasma (SP) 
EVs, bypassing ultracentrifugation (current gold standard). Objective. Validate the novel asymmetric depth 
filtration method for SP EV isolation as an alternative to ultracentrifugation. Design and methods. Twelve 
samples of seminal plasma were collected from young men and patients of advanced reproductive age with 
mild teratozoospermia. EVs were isolated from the SP using the proposed method. Western blot analysis for 
vesicle membrane markers CD9, CD63, and CD81 confirmed the presence of SP EVs in the studied samples. 
Transmission electron microscopy further validated the presence of SP EVs. Morphological characteristics of SP 
EVs from men of different age groups were described. Quantitative characteristics of the SP EV samples were 
assessed using Nanoparticle Tracking Analysis (NTA). Results. The obtained particle size and concentration 
distributions revealed age-related changes in SP EVs: in the advanced reproductive age group, a shift in the dis-
tribution peak toward larger particles was observed compared to the peak distribution in the young men group. 
Conclusion. The results provide a basis for further investigation of SP EVs and exploration of their potential 
clinical applications in assisted reproductive technologies, such as in vitro fertilization programs.
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prostasomes, seminal plasma
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Список сокращений: ВВ — внеклеточные ве-
зикулы, ВРТ — вспомогательные репродуктив-
ные технологии, СП — семенная плазма, NTA 
(Nanoparticle Tracking Analysis) — анализ траекто-
рий наночастиц.

Введение
Семенная плазма представляет собой сложную 

биологическую жидкость, которая необходима для 
выполнения различных функций мужских поло-
вых клеток в процессе оплодотворения: от поддер-
жания подвижности сперматозоидов до измене-
ния иммунного ответа женского репродуктивного 
тракта во время оплодотворения. Семенная плазма 
очень богата внеклеточными везикулами, выраба-
тываемыми железами внутренней секреции муж-
ского полового тракта (простата, эпидидимис, се-
менные пузырьки и бульбоуретральные железы) 
[1, 2]. В научной литературе были описаны три 
вида ВВ СП в зависимости от места их образова-
ния: микровезикулы и простасомы (размеры от 100 
нм до 1000 нм, вырабатываются эпидидимисом 
и клетками предстательной железы соответствен-
но), миелиносомы (размер от 200 нм до 700 нм, вы-
рабатываются извитыми семенными канальцами) 
и экзосомы (размер от 30 нм до 100 нм, вырабаты-
ваются преимущественно простатой) [1, 3].

С возрастом происходит старение органов муж-
ской репродуктивной системы, что отражается 
на фертильности мужских половых клеток, в част-
ности все чаще исследователи указывают на эпи-
генетическое старение сперматозоидов [3, 4]. Про-
исходит накопление точечных мутаций в геноме 
клетки, снижается возможность транскрипции 
определенных генов, уменьшается концентрация 
половых клеток в эякуляте [3]. Гистологические 
исследования на животных и человеке подтвер-
ждают морфологические изменения тканей ор-
ганов репродуктивной системы с увеличением 
возраста [5]. Именно поэтому все чаще говорят об 
изменениях не только самих половых клеток, но и 
в биологических жидкостях репродуктивных ор-
ганов и тканей [6, 7].

Целью данного исследования было определить 
возможность выделения внеклеточных везикул (ВВ) 
семенной плазмы (СП) методом глубинной фильтра-
ции через полупроницаемую мембрану и сравнить 
характеристики ВВ СП у молодых мужчин и паци-
ентов позднего репродуктивного возраста.

Материалы и методы
Получение семенной плазмы
Образцы эякулята были получены у 12 муж-

чин различного возраста, проходящих лечение 

бесплодия методами вспомогательных репродук-
тивных технологий (ВРТ). Всем мужчинам прово-
дили оценку эякулята согласно Руководству ВОЗ 
по оценке и обработке эякулята (2010 г.). В иссле-
дование были отобраны мужчины, у которых были 
рожденные дети (подтвержденная фертильность), 
однако по результатам спермограммы выявлялось 
незначительное снижение количества морфологи-
чески нормальных форм сперматозоидов, слабо 
выраженная форма тератозооспермии — снижение 
числа морфологически нормальных форм сперма-
тозоидов менее 4 % (строгий анализ спермограм-
мы по Крюгеру). Концентрация мужских половых 
клеток и их подвижность находились в пределах 
нормальных значений. Все мужчины-доноры под-
писали добровольное информированное согласие 
на участие в исследовании. Образцы спермы были 
получены путем мастурбации после 3–5 дней по-
лового воздержания, далее происходил процесс 
разжижения на электрической мешалке на 150 об/
мин в течение 30 минут при комнатной температу-
ре с последующей оценкой характеристик эякуля-
та. Семенная плазма отделялась от клеточных эле-
ментов эякулята путем центрифугирования при 
400g в течение 10 минут при комнатной темпера-
туре, далее отбирался супернатант и переносился 
в новую пробирку для последующего выделения 
внеклеточных везикул. Все образцы полученной 
семенной плазмы были разделены на две группы 
в зависимости от возраста мужчины: группа 1  
(молодые пациенты, 24–28 лет, n = 6) и группа 2 
(мужчины позднего репродуктивного возраста, 
43–48 лет, n = 6).

Выделение внеклеточных везикул семенной 
плазмы путем асимметричной глубинной 
фильтрации

Выделение внеклеточных везикул осуществля-
ли при стандартизированном объеме семенной 
плазмы для всех пациентов, равном 2 мл, при по-
мощи дифференциального центрифугирования, 
включая стадию отмывки от крупной фракции 
и последующее пропускание через полупроница-
емую мембрану [8, 9]. Семенную плазму получа-
ли путем осаждения сперматозоидов из эякулята 
на центрифуге 10минут 500g, дальнейшая очистка 
семенной плазмы происходила на микроцентри-
фуге при 15 000об/мин в течение 30 минут при 
комнатной температуре [10]. Затем очищенную 
семенную плазму использовали для выделения 
везикул с помощью асимметричной глубинной 
фильтрации [11] в соответствии с протоколом про-
изводителя картриджей («Простагност», Москва, 
Россия) при скорости центрифугирования, уста-
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новленной на 400g. После выделения ВВ хранили 
в пробирках protein LoBind (Эппендорф, Гамбург, 
Германия) при температуре -20 °C до анализа.

Оценка общего содержания белка во внекле-
точных везикулах семенной плазмы

Анализ концентрации общего белка прово-
дился с помощью спектрофотометра DS-11 FX+ 
(DeNovix, США) по технологии NanoDrop соглас-
но инструкции производителя. Для исследования 
1 мкл образца помещали в испытательную камеру 
и воздействовали излучением с длиной волны 280 
нм для получения количественного определения 
образцов на основе значений абсорбции на детек-
торе 2048 element CCD.

Анализ траекторий наночастиц 
(Nanoparticle Tracking Analysis)

Перед проведением анализа траекторий на-
ночастиц (NTA) образцы внеклеточных везикул 
размораживали и разводили в пропорции 1:10 000 
в DPBS (Gibco, США). NTA выполнялся с помо-
щью NanoSight LM10, оснащенного лазером мощ-
ностью 45 МВт с длиной волны 488 нм (Malvern 
Instruments Ltd, Великобритания). В течение не-
скольких минут после разбавления образец вво-
дили в испытательную ячейку, освещали лазером 
и записывали пять видеороликов продолжитель-
ностью 1 минута на высокочувствительную каме-
ру sCMOS с уровнем восприимчивости сигнала, 
установленным на 15, для фиксации движения ча-
стиц. Затем видеозаписи были проанализированы 
с помощью программного обеспечения Nanosight 
версии 3.2 с порогом обнаружения, равным 5, раз-

мером размытия и максимальным расстоянием 
скачка, установленным на авто, для определения 
концентрации ВВ и распределения по размерам. 
Предполагалось, что вязкость DPBS соответствует 
вязкости воды при той температуре, которая была 
во время измерений [12].

Вестерн-блот внеклеточных везикул 
семенной плазмы

Маркеры внеклеточных везикул охарактеризо-
вали с помощью метода вестерн-блоттинга. Об-
разец ВВ смешивали с 2х Laemmli Sample буфе-
ром (Bio-rad, США). По 10 мкл образца наносили 
на 12 % полиакриламидный гель. Использовали 
белковый маркер молекулярной массы 10–250 кДа 
(Thermo Fisher Scientific, США). Белки разделяли 
при напряженности поля 80 В в течение 30 минут 
в концентрирующем геле и 180 В в разделяющем 
геле в течение 1 часа. Далее осуществляли полу-
сухой перенос белков из геля на PVDF-мембра-
ну с помощью системы Trans-Blot Turbo Transfer 
(Bio-rad, США). После блокирования сайтов не-
специфического связывания антител мембрану 
инкубировали с первичными антителами (табл. 1): 
анти-CD81 (Affinity Biosciences, DF8045, 1:1000), 
анти-CD63 (Affinity Biosciences, AF5117, 1:500), ан-
ти-CD9 (Affinity Biosciences, AF5117, 1:1000) при 
+4 °С в течение 18 часов. Далее мембраны триж-
ды промывали TBST (TBS буфер с 0,1 % Твин-20) 
и инкубировали с HRP-конъюгированными вто-
ричными антителами в течение 1 часа при ком-
натной температуре. После промывки добавляли 
Clarity Western ECL (Bio-rad, США) субстрат для 

Таблица 1. Моноклональные антитела, специфичные для внеклеточных везикул, 
использованные в исследовании

Table 1. Monoclonal antibodies specific to extracellular vesicles used in the study

Название Номер 
в каталоге Организм Применение Производитель Концентрация

CD81 
Antibody DF8045 Человек

Вестерн-блот; 
иммуноферментный 
анализ

Affinity 
Biosciences,
Китай

1:1000

CD63 
Antibody AF5117

Человек, 
Мышь, 
Крыса

Вестерн-блот; 
иммуногистохимия, 
иммуноферментный 
анализ

Affinity 
Biosciences,
Китай

1:500

CD9 
Antibody AF5139

Человек, 
Мышь, 
Крыса

Вестерн-блот; 
иммуногистохимия, 
иммунофлюоресценция/ 
иммуноцитохимия, 
иммуноферментный 
анализ

Affinity 
Biosciences,
Китай

1:1000
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хемилюминесцентной детекции с помощью си-
стемы документации ChemiScope (Clinx, Китай). 
Программное обеспечение Clinx применялось для 
денситометрического анализа. В качестве контро-
ля использовали буфер PBS без ВВ СП.

Трансмиссионная электронная микроскопия 
внеклеточных везикул семенной плазмы

Для приготовления препаратов из выделенных 
образцов ВВ СП применяли медные сетки для 
электронной микроскопии 1GC300 (PELCO), по-
крытые коллодиевой пленкой с углеродным напы-
лением. На сетку наносили 15 мкл образца ВВ СП. 
После инкубации в течение 1 минуты лишнюю 
жидкость отбирали с помощью фильтровальной 
бумаги, затем проводили негативное контрасти-
рование 2 % водным раствором уранилацетата 

в течение 10 секунд с последующим отбором лиш-
ней жидкости фильтровальной бумагой. Оценку 
ВВ СП выполняли с помощью электронного ми-
кроскопа JEM-1400 (JEOL), цифровой фотокаме-
ры Quemesa и программного обеспечения iTEM 
(Olympus Soft Imaging Solutions GmbH).

Статистический анализ данных
Статистическая обработка данных выполня-

лась с помощью таблиц Microsoft Excel и стати-
стической программы SPSS Statistics 22 (США). 
Статистический анализ проводили с помощью 
χ2-теста для сравнения категориальных данных. 
Соответствие анализируемых параметров закону 
нормального распределения оценивали в тесте 
Шапиро-Уилка. Для описания количественных 
данных, имеющих нормальное распределение,  

Таблица 2. Показатели эякулята в день выделения внеклеточных везикул семенной плазмы

 Table 2. ejaculate parameters on the day of seminal plasma extracellular vesicle isolation

Параметр* Группа 1
n = 6

Группа 2
n = 6 p

Общая концентрация сперматозоидов в 1 мл, млн/мл 81
(47; 110)

84
(68; 90) > 0,05

Прогрессивно-подвижные сперматозоиды, % 66
(65; 67)

60
(55; 61) > 0,05

Морфологически нормальные сперматозоиды, % 3
(2; 3)

2
(2; 3) > 0,05

* Данные представлены как медианы с интерквартильным размахом (Q1; Q3).

Рис. 1. Оценка основных маркеров внеклеточных везикул, выделенных из семенной плазмы 
мужчин

Figure 1. evaluation of key markers of extracellular vesicles isolated from seminal plasma of men
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использовали среднее арифметическое (М) и стан-
дартное отклонение (SD) в формате М (SD). При 
ранжировании признаков с распределением, отли-
чающимся от нормального, их описывали в виде 
медианы (Me) и квартилей Q1 и Q3 в формате Me 
(Q1; Q3). Величину порогового уровня значимости 
(p) во всех исследованиях принимали равной 0,05.

Результаты
На первом этапе были охарактеризованы ко-

личественные показатели эякулята отобранных 
групп пациентов. Результаты показаны в таблице 
2. Как видно, значимых различий по показателям 
спермограммы между возрастными группами 
мужчин не наблюдалось. Концентрация сперма-
тозоидов в группе 1 молодых мужчин составила 
81 (47; 110) млн/мл, в группе 2 — 84 (68; 90) млн/
мл; прогрессивно-подвижных сперматозоидов 
в группе молодых — 66 (65; 67) %, группе возраст-
ных мужчин — 60 (55; 61) %. Морфология муж-
ских половых клеток (%) соответственно 3 (2; 3)  
и 2 (2; 3). Таким образом, группы по данным по-
казателям были сопоставимы между собой. Далее 
методом глубинной фильтрации проводили вы-
деление ВВ СП, которые были охарактеризованы 
качественно по главным маркерам внеклеточных 
везикул (CD81, CD63, CD9) [15]. Результаты ве-
стерн-блота представлены на рисунке 1. Было по-
казано, что выделенные фракции ВВ СП содержат 
специфичные маркеры везикул, это позволило 
провести дальнейшую характеристику выделен-
ных ВВ СП в двух группах. Метод глубинной 
фильтрации показал свою эффективность для се-
менной плазмы. В более ранних работах использо-
вался метод ультрацентрифугирования [2], метод 
глубинной фильтрации применен впервые.

На следующем этапе исследования выполне-
на сравнительная характеристика выделенных 
ВВ СП у мужчин разного возраста. Оценка об-
щей концентрации белка показала отсутствие 

достоверной разницы между группами (табл. 3). 
Результаты анализа траекторий наночастиц пред-
ставлены на рисунке 2. В группе 1 молодых муж-
чин максимальная концентрация в препарате ВВ 
СП была у частиц размером 80 нм, а в группе 2 
(возрастных) — 100 нм. Данные размеры везикул 
соответствуют экзосомам и простасомам. Более 
того, в группе молодых мужчин на графике про-
слеживается еще один пик частиц размером 170 
нм. Трансмиссионная электронная микроскопия 
также подтвердила присутствие ВВ СП в выделен-
ных образцах. Микрофотографии показаны на ри-
сунках 3 и 4. ВВ СП представляют собой структу-
ры с чашеобразной морфологией.

Таким образом, впервые примененный метод 
глубинной фильтрации для выделения ВВ СП 
подтвердил свою эффективность, а также при по-
следующем анализе была выявлена разница в ко-
личественных характеристиках ВВ СП у мужчин 
разного возраста, но с одинаковыми показателями 
спермограммы.

Обсуждение
В нашем исследовании было показано, что ме-

тод глубинной фильтрации эффективно позволяет 
выделить ВВ СП. С помощью CD-маркеров и элек-
тронной микроскопии были качественно описаны 
ВВ. Ранее было установлено, что данный метод 
выделения ВВ может быть использован для дру-
гих биологических жидкостей, для семенной плаз-
мы метод предложен впервые [11].

Обнаруженные возрастные изменения ВВ СП 
указывают на сдвиг пика распределения частиц 
по размерам в сторону ВВ больших размеров 
у возрастных мужчин, при этом у молодых паци-
ентов регистрировали большую концентрацию 
мелких ВВ. Такие изменения СП могут также объ-
яснять эффекты внутриматочной перфузии СП 
на наступление беременности [13]. Как показали 
авторы на модели мышей, частота имплантации 

Таблица 3. Оценка концентрации белка в выделенных из семенной плазмы внеклеточных 
везикулах у мужчин разного возраста

Table 3. Protein concentration assessment in extracellular vesicles isolated from seminal plasma  
of men of different age groups

Изучаемый параметр Группа 1
n = 6

Группа 2
n = 6 р

Концентрация белка, мг/мл 6,84
(2,7; 7,1)

3,43
(0,8; 8,3) > 0,05

* Данные представлены как медианы с интерквартильным размахом (Q1; Q3).
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эмбриона была примерно на 40 % ниже у мышей 
после внутриматочной перфузии семенной плаз-
мы от старых самцов, чем семенной плазмы от мо-
лодых самцов. Также авторами была изучена воз-
можность «донации» семенной плазмы. Снижение 
частоты имплантации было частично устранено 
путем добавления в «старую» мужскую семенную 
плазму ВВ «молодой» СП перед предымплантаци-
онной внутриматочной перфузией, с увеличением 
на 20 %. Эти различия объясняются разницей в со-
держании ВВ СП у старых и молодых самцов, вы-
зывающей иммуномодуляцию клеток эндометрия 
посредством экспрессии цитокинов и хемокинов, 
а также различия уровней экспрессии генов в мат-
ках мышей с СП старых и молодых самцов [13].

Также показано, что с возрастом у мужчин 
в организме увеличивается системное воспаление, 
которое затрагивает семенную плазму [14]. Уста-
новлено, что угасание репродуктивной функции 
связано с оксидативным стрессом, воспалитель-
ными процессами в органах и тканях, и большее 
число обнаруженных простасом в семенной плаз-
ме в представленном эксперименте, полученных 

с помощью метода выделения ВВ СП путем асим-
метричной глубинной фильтрации, может быть 
следствием общих процессов старения.

В нашей работе показана тенденция возраст-
ных изменений ВВ СП, которую мы планируем 
подтвердить увеличением выборки пациентов 
в дальнейшем. Однако уже полученные резуль-
таты могут быть основанием для использования 
ВВ в программах экстракорпорального оплодо-
творения у человека. Возможность клинического 
использования ВВ СП может повысить эффектив-
ность программ экстракорпорального оплодотво-
рения путем донации ВВ СП молодых мужчин, 
причем как донорской СП, так и собственной — 
после предварительной криоконсервации. Одна-
ко данные предположения требуют тщательного 
анализа и проведения предварительных экспери-
ментальных работ на половых клетках человека. 
Результаты исследования подтвердили возмож-
ность выделения внеклеточных везикул семенной 
плазмы методом глубинной фильтрации через по-
лупроницаемую мембрану, что являлось основной 
целью работы.

Рис. 2. Проведение анализа траекторий наночастиц (Nanoparticle Tracking Analysis) 
внеклеточных везикул семенной плазмы мужчин выделенных возрастных групп.  

Группа 1 — молодые мужчины, группа 2 — мужчины позднего репродуктивного возраста. 
Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение

Figure 2. Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) of Extracellular Vesicles from Seminal Plasma of Men 
in Different Age Groups. Group 1 — young men, Group 2 — men of advanced reproductive age.  

Data are presented as mean ± standard deviation
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Рис. 4. Трансмиссионная электронная микроскопия внеклеточных везикул семенной 
плазмы мужчин позднего репродуктивного возраста. Масштабный отрезок указан 

на микрофотографиях. Стрелками указаны ВВ СП

Figure 4. Transmission Electron Microscopy of Extracellular Vesicles from Seminal Plasma of Men of 
Advanced Reproductive Age. The scale bar is indicated on the micrographs. Arrows indicate SP EVs

Рис. 3. Трансмиссионная электронная микроскопия внеклеточных везикул семенной плазмы 
мужчин молодого возраста. Масштабный отрезок указан на микрофотографиях. Стрелками 

указаны ВВ СП

Figure 3. Transmission Electron Microscopy of Extracellular Vesicles from Seminal Plasma of Young 
Men. The scale bar is indicated on the micrographs. Arrows indicate SP EVs
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Заключение
Изучение ВВ СП важно, поскольку спермато-

зоиды находятся в состоянии транскрипционного 
и трансляционного «покоя» из-за упаковки ДНК 
с помощью протаминов, то есть события посттести-
кулярного созревания в придатке яичка и женских 
половых путях модифицируемы внешними сигна-
лами, в том числе через везикулярный транспорт. 
В работе показана возможность простого выделения 
ВВ СП путем глубинной фильтрации, без использо-
вания большой ультрацентрифуги — дорогостояще-
го устройства повышенной опасности, которая тре-
бует дополнительной квалификации от сотрудника, 
что увеличивает время и трудозатраты на выделение 
внеклеточных везикул. В работе показаны измене-
ния в концентрации (количество частиц/мл) (рис. 2) 
и размерах ВВ СП в зависимости от возраста муж-
чины. В группе молодых пациентов ВВ СП пред-
ставлены большим количеством ВВ малых размеров 
(около 80 нм), а в группе возрастных пациентов был 
обнаружен сдвиг пика распределения по размерам 
в сторону ВВ большего размера. Данные изменения 
чаще всего связаны с накопленным грузом сомати-
ческих заболеваний, увеличивающимся с возрастом 
мужчины [16]. Полученные результаты обнадежи-
вают в возможностях оптимизации эмбриологиче-
ского этапа программ лечения бесплодия методами 
ВРТ у человека.
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