
 

ФЕДЕРАЛЬНОЕ ГОСУДАРСТВЕННОЕ БЮДЖЕТНОЕ НАУЧНОЕ УЧРЕЖДЕНИЕ 

«ФЕДЕРАЛЬНЫЙ ИССЛЕДОВАТЕЛЬСКИЙ ЦЕНТР ИНСТИТУТ ЦИТОЛОГИИ И  

ГЕНЕТИКИ СИБИРСКОГО ОТДЕЛЕНИЯ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК» 

 

                                                                                                                                             На правах рукописи 

 

 

 

  

 

Анисимова Маргарита Владимировна 

 

Влияние антигенной стимуляции самцов мышей 

на их репродуктивную эффективность и 

морфофизиологические характеристики потомков 

 
03.03.01 - физиология 

 

ДИССЕРТАЦИЯ 

На соискание ученой степени  

кандидата биологических наук 

 

 

 

  Научный руководитель: 

д.б.н. Л.А. Герлинская  

 

 

 

 

Новосибирск, 2021 



2 
 

Оглавление 

Введение ................................................................................................................... 5 

I. Обзор литературы ............................................................................................. 15 

1.1. Размножение в условиях паразитарного пресса ................................... 15 

1.2. Иммунно-эндокринная регуляция репродуктивной функции самцов 19 

1.2.1. Иммунно-эндокринная регуляция функции семенников ................. 20 

1.2.1.1. Иммунная регуляция ......................................................................... 20 

1.2.1.2. Гормональная регуляция ................................................................... 22 

1.2.2. Сперматогенез и гематотестикулярный барьер ................................. 23 

1.2.3. Иммунная и гормональная регуляция гематотестикулярного 

барьера… ......................................................................................................... 25 

1.2.4. Иммунные факторы в регуляции сперматогенеза в семенниках ..... 28 

1.2.5. Иммунитет эпидидимиса ..................................................................... 31 

1.3. Влияние отцовских факторов на успех беременности ......................... 34 

1.3.1. Посткопуляторные отцовские эффекты ............................................. 34 

1.3.2. Влияние отцовских факторов на эмбриональное развитие .............. 38 

1.3.3. Влияние отцовских факторов на фенотип потомков ........................ 41 

II. Материалы и методы ........................................................................................ 45 

2.1. Животные и условия содержания ........................................................... 45 

2.2. Экспериментальные исследования ........................................................ 45 

2.2.1. Влияние антигенной стимуляции мышей разных линий на 

характеристики сперматозоидов ................................................................... 45 

2.2.2. Исследование влияния иммунизации самцов линии C57BL/6 на 

репродуктивный успех и беременность ....................................................... 47 

2.2.3. Исследование влияния иммунизации отцов на фенотип взрослых 

потомков .......................................................................................................... 48 

2.3. Методы ...................................................................................................... 49 

2.3.1. Магнитно-резонансная спектроскопия ............................................... 49 

2.3.2. Иммунизация взрослых потомков ...................................................... 51 



3 
 

2.3.3. Определение специфических к гемоцианину иммуноглобулинов 

IgG…….. .......................................................................................................... 51 

2.3.4. Исследование сперматозоидов ............................................................ 52 

2.3.5.Иммуноферментный анализ гормонов ................................................ 53 

2.3.6. Определение цитокинов ELISA .......................................................... 53 

2.3.7. Статистическая обработка данных ..................................................... 54 

III. Результаты ....................................................................................................... 56 

3.1. Влияние антигенной стимуляции на характеристики сперматозоидов 

мышей разных линий ...................................................................................... 56 

3.1.1. Динамика адаптивного иммунного ответа самцов линий C57BL/6 и 

BALB/c на введение KLH .............................................................................. 56 

3.1.2. Параметры сперматозоидов в динамике иммунного ответа самцов 

линии C57BL/6 и BALB/c .............................................................................. 58 

3.2. Исследование влияния иммунизации самцов линии C57BL/6 на 

репродуктивный успех и беременность ........................................................ 64 

3.2.1. Уровень Анти-KLH IgG и тестостерона у самцов линии C57BL/6 . 64 

3.2.2. Влияние иммунизации самцов линии C57BL/6 на фертильную 

способность, беременность и пренатальное развитие потомков ............... 67 

3.2. Влияние иммунизации самцов линии C57BL/6 на постнатальное 

развитие и фенотип взрослых потомков ....................................................... 72 

3.3.1. Влияние иммунизации самцов линии C57BL/6 на постнатальное 

развитие потомков .......................................................................................... 72 

3.3. Влияние иммунизации самцов линии C57BL/6 на фенотип взрослых 

потомков ........................................................................................................... 75 

3.4.1. Спектры нейрометаболитов в амигдале и коре головного мозга у 

самцов потомков контрольных и иммунизированных отцов ..................... 75 

3.4.2. Иммунитет самцов, потомков контрольных и иммунизированных 

отцов….. ........................................................................................................... 78 



4 
 

3.4.3. Влияние иммунизации потомков контрольных и 

иммунизированных самцов на уровень тестостерона, массы 

андрогензависимых органов и характеристики сперматозоидов .............. 81 

IV. Обсуждение ..................................................................................................... 90 

Заключение .......................................................................................................... 100 

Выводы ................................................................................................................. 102 

Список сокращений ............................................................................................ 104 

Список литературы ............................................................................................. 106 



5 
 

Введение 

 

 

 

Актуальность 

 

Согласно теории жизненных циклов, популяции хозяев могут отвечать 

на давление паразитов более интенсивным, в том числе и зависящим от 

возраста, размножением (Stearns, 1992; McNamara, Houston 1996; Luu, Tate, 

2017). Возможность такой адаптивной стратегии подтверждают 

демографические исследования, показывающие увеличение воспроизводства 

людей и животных, обитающих на территориях с высоким видовым 

разнообразием паразитов (Guegan et al., 2001; Shaner et al., 2017). 

Эффективное размножение в этих условиях предполагает сохранение 

репродуктивного потенциала животных на фоне стимуляции механизмов 

врожденного и приобретённого иммунитета. Репродуктивную значимость 

иммунных ответов на антигенные стимулы, в том числе и обусловленные 

паразитами, наиболее убедительно доказывают эксперименты с введением 

нереплицируемых антигенов, которые, не будучи возбудителями болезней, 

запускают весь комплекс иммунных и эндокринных процессов, 

развёртывающихся в рамках защитных реакций организма. При воздействии 

иммуногенных стимулов, адресованных как к врождённому, так и к 

приобретенному иммунитету, регистрируется уменьшение половой 

привлекательности особей мужского пола. У грызунов это реализуется через 

изменение хемосигналов (Moshkin et al., 2002; Zala et al., 2004; Arakawa et al., 

2010), у яркоокрашенных птиц - через побледнение сигнальной окраски 

(Faivre et al., 2003), а у певчих птиц - через сокращение песенного репертуара 

(Garamszegi et al., 2004). Однако снижение привлекательности имеет 

репродуктивную значимость только в условиях свободного выбора 
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партнеров, который в естественной среде ограничен факторами социальной 

организации (Potts et al., 1991), а в лаборатории - условиями эксперимента.  

Ранее в наших исследованиях было установлено: несмотря на снижение 

запаховой привлекательности и половой активности, самцы мышей, которым 

вводили в качестве чужеродного антигена гемоцианин (keyhole limpet 

hemocyanin - KLH), показывали при отсутствии у самок свободного выбора 

больший репродуктивный выход по сравнению с контрольными особями 

(Gerlinskaya et al., 2012). Кроме того, покрытие интактных самок 

антигенстимулированными самцами влияло на гуморальное обеспечение 

беременности и даже увеличивало темпы роста эмбрионов (Gerlinskaya et al., 

2017). Иными словами, сигнальные и поведенческие эффекты антигенной 

стимуляции не подавляют репродуктивную способность самцов, а 

следовательно, в популяциях, обитающих в условиях паразитарного обилия, 

имеет место высокая вероятность покрытия на фоне активации механизмов 

иммунной защиты. Поскольку вероятность спаривания самок с 

инфицированными самцами может преобладать в популяциях, живущих под 

паразитарным давлением, мы задались вопросом: может ли отцовский опыт, 

полученный при антигенной стимуляции иммунной системы, передаваться 

потомству? Следует отметить, что передача отцовского опыта из поколения в 

поколение исследована в ряде экспериментальных работ. Например, у 

мышей потомки самцов, испытавших поражения в повторяющихся 

социальных конфликтах, демонстрируют повышенную тревожность и 

депрессивное поведение (Dietz et al., 2011). Аналогично стимуляция страха у 

отцов с помощью интраназального введения ацетофенона усиливала реакцию 

испуга у их потомков (Dias, Ressler, 2014). Кроме того, у мышей, чьи отцы 

подвергались стрессу перед спариванием, наблюдалась меньшая 

адренокортикальная реакция на иммобилизацию по сравнению с потомством 

контрольных отцов (Rodgers et al., 2013; 2015). 

Вместе с тем, практически отсутствуют сведения об отдаленных 

последствиях покрытия инфицированными или антигенстимулированными 
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самцами. Существуют лишь теоретические предположения о том, что 

отцовский опыт в противостоянии паразитарной интервенции может 

отражаться на защитных функциях потомков (Luu, Tate, 2017).  

 В данном исследовании было изучено влияние системной активации 

иммунитета самцов на параметры сперматозоидов в динамике иммунного 

ответа, репродуктивный потенциал самцов (способность к фертильным 

спариваниям), пренатальное развитие, постнатальное выживание и фенотип 

их взрослых потомков. Иммуногенный белок KLH использовали в качестве 

антигенного стимула и для отцов, и для их потомков. Основной принцип 

решения проблемы эпигенетической значимости передачи отцовского опыта 

заключается в оценке реакции потомков на те же самые стимулы, которые 

испытывали их отцы до спаривания. На этом основании у потомков 

антигенстимулированных самцов были исследованы параметры иммунного и 

эндокринного реагирования на введение KLH: антителообразование, индексы 

масс главных иммунокомпетентных органов тимуса и селезенки, уровень 

тестостерона и индексы андрогензависимых органов. В соответствии со 

стратегией терминальных инвестиций (Williams, 1966) между поддержанием 

иммунитета и репродукцией взаимоотношения между иммунной и 

репродуктивной системами в условиях паразитарного пресса направлены на 

достижение баланса, обеспечивающего устойчивое воспроизводство в этих 

условиях (Luu, Tate, 2017). Исходя из этого, было исследовано изменение 

уровня тестостерона в плазме крови и параметры сперматозоидов в ответ на 

введение KLH у потомков мужского пола контрольных и иммунизированных 

самцов. Используя магнитно-резонансную спектроскопию (МРС), также 

изучили нейрометаболические профили амигдалы и коры головного мозга 

обоих групп потомков. Амигдала является важной частью регуляторного 

контура мужского полового поведения (Dominguez et al., 2001; Gresham et al., 

2016), которое модулируется балансом возбуждающих (глутамат / глутамин) 

и тормозных (ГАМК) нейромедиаторов структур головного мозга 

(Tzanoulinou et al., 2014; Adams, Rosenkranz, 2016). Метод магнитно-
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резонансной спектроскопии позволяет исследовать эти структуры in vivo 

(Moshkin et al., 2014). 

В целом, полученные результаты показали, что иммунизация самцов 

чужеродным антигеном до спаривания существенно повлияла на иммунные и 

репродуктивные особенности их сыновей. Введение чужеродных антигенов 

самцам за 9-16 дней до спаривания значимо повлияло на фенотипические 

свойства их потомков. Это проявлялось в способности потомков 

поддерживать высокий уровень тестостерона и показатели сперматогенеза на 

фоне антигенной стимуляции, которая негативно влияла на уровень 

тестостерона потомков контрольных самцов. Кроме того, суммарная 

концентрация глутамата и глутамина преобладала над уровнем ГАМК в 

амигдале у потомков мужского пола иммунизированных отцов, но не у 

потомков контрольных отцов. Наконец, индексы массы основных 

иммунокомпетентных органов были выше у потомков иммунизированных 

отцов, однако реакция антителообразования, индуцируемая KLH, была 

одинаковой в обеих группах. 

Цель исследования: 

Изучить влияние системной активации иммунитета самцов 

нереплицируемыми антигенами на фертильные свойства, пренатальное 

развитие и фенотип взрослых потомков. 

Задачи: 

1. Исследовать динамику гуморального иммунного ответа, 

количественные и качественные показатели сперматозоидов после 

однократного введения иммуногенного белка KLH самцам мышей, 

характеризующиеся преобладанием провоспалительного (Th1) (линия 

C57BL/6) или противовоспалительного (Th2) (линия BALB/с) типов 

иммунного реагирования. 

2. Проанализировать на стадии максимального антителообразования 

фертильность антигенстимулированных самцов линии C57BL/6 и 
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модулирующее влияние антигенной стимуляции отцов на параметры 

пренатального развития и гуморального обеспечения беременности. 

3. Исследовать влияние иммунизации отцов на динамику массы тела в 

постнатальном онтогенезе, спектр нейрометаболитов в структурах головного 

мозга, иммунореактивность, уровень тестостерона в плазме крови, индексы 

масс иммунных и репродуктивных органов и параметры сперматозоидов у 

взрослых потомков иммунизированных самцов. 

Научная новизна: 

Активация механизмов иммунной защиты однократным введением 

антигена впервые использована нами для изучения баланса между 

поддержанием иммунной системы и репродуктивной функцией 

антигенстимулированных самцов и их сыновей. При этом впервые 

установлено: 

1. На начальной стадии иммунного ответа, обусловленного введением 

нереплицируемого антигена, снижается концентрация и подвижность 

сперматозоидов, которая восстанавливается до контрольного уровня на 

стадии максимального антителообразования. 

2.  Активация специфического иммунитета нереплицируемым антигеном 

влияет на репродуктивную эффективность самцов мышей. Выраженность 

репродуктивных эффектов антигенной стимуляции самцов определяется 

сроком совместного содержания с самками.   

3. Спаривание с иммунизированными самцами приводит к повышению 

уровня тестостерона в амниотической жидкости, снижению смертности 

новорожденных и снижению массы тела детенышей в момент завершения 

материнского вскармливания. 

4. Иммунизация отцов отражается на профиле нейрометаболитов в 

головном мозге их потомков. В частности, в амигдале потомков 

иммунизированных самцов изменяется соотношение возбуждающих и 

тормозных нейромедиаторов в сторону возбуждающих по сравнению с 

контролем.   
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5. В условиях антигенной нагрузки потомство иммунизированных отцов 

способно в равной степени поддерживать как иммунную, так и 

репродуктивную функции, в то время как у потомства контрольных отцов 

подавляется андрогенная функция гонад.  

Теоретическая и практическая значимость: 

Результаты, полученные при исследовании последствий иммунизации 

самцов, расширяют понимание особенностей взаимодействий иммунной и 

репродуктивной систем в малоизученной области иммунно-физиологической 

регуляции мужской репродуктивной функции.  Разработанный 

экспериментальный подход может быть использован в сельском хозяйстве 

при разработке способов регуляции фертильности и качества потомков 

сельскохозяйственных животных. Также полученные результаты указывают 

на репродуктивное значение иммунных реакций, которые имеют место не 

только при инфекциях, но и при профилактических вакцинациях. Эти знания 

могут быть полезны для разработки оптимальных протоколов проведения 

вакцинации как в медицине, так и в животноводстве. Результаты 

исследования используются в лекционном курсе «Модельные объекты 

генетики» для магистрантов Университета «Сириус» (г. Сочи). 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Активация специфических механизмов иммунной защиты, вызванная 

введением чужеродного антигена (иммуногенный белок KLH), усиливает 

репродуктивный выход антигенстимулированных самцов. 

2. Воздействие на самцов KLH влияет на концентрацию, на показатели 

подвижности сперматозоидов и на состав семенной жидкости. Покрытие 

самок антигенстимулированными самцами снижает постнатальную 

смертность потомков, что указывает на более эффективное формирование 

гестационной доминанты у самок, покрытых антигенстимулированными 

самцами.  
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3. Покрытие самок антигенстимулированными самцами приводит к 

изменению гуморального окружения развивающихся плодов, в частности, к 

повышению уровня тестостерона в амниотической жидкости. 

4. Отцовский опыт, обусловленный иммунизацией нереплицируемым 

антигеном (KLH), влияет на спектр и соотношение возбуждающих и 

тормозных нейромедиаторов в амигдале их взрослых потомков, а также на их 

способность к поддержанию иммунной и репродуктивной функции. 

Методы исследования: 

Для проведения исследований были использованы следующие методы: 

1. Для индукции иммунного ответа был использован метод однократной 

внутрибрюшинной инъекции высокомолекулярного иммуногенного белка 

KLH (Keyhole limpet hemocyanin) (MP biomedicals, USA). 

2. Для определения содержания нейрометаболитов в структурах 

головного мозга использовали метод прижизненной магнитно-резонансной 

спектроскопии при помощи горизонтальной томографии с магнитным полем 

11,7 Тл (Bruker, Biospec 117/16 USR, Германия). 

3. Определение специфических к гемоцианину иммуноглобулинов IgG, 

содержания тестостерона, прогестерона, TNF α, GM-CSF проводили методом 

твердофазного иммуноферментного анализа. 

4. Характеристики сперматозоидов были исследованы при помощи 

автоматического анализатора спермы со встроенной оптической системой 

Mouse-Traxx (Hamilton Thorne, USA) и автоматическим анализом параметров 

сперматозоидов (CASA). 

5. При статистической обработке данных использовали: критерий 

Колмогорова – Смирнова, параметрический и непараметрический (тест 

Фридмана) двухфакторный дисперсионный анализ (ANOVA), 

ковариационный анализ (ANCOVA), Student t-test, непараметрический 

критерий Манна-Уитни, коэффициенты корреляции Пирсона (r), критерий 

хи-квадрат (χ2). 
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I. Обзор литературы 

 

 

 

Оплодотворение является одним из ключевых этапов, определяющих 

репродуктивный успех в процессе размножения. Фертильный потенциал 

спермы во многом определяется взаимодействием мужской и женской 

репродуктивных систем с другими физиологическими системами организма, 

причём иммунная система играет ключевую роль в этих взаимодействиях. 

Роль иммунной системы не ограничивается поддержанием здоровья обоих 

полов в условиях патогенного окружения. Иммунные факторы также могут 

оказывать антагонистическое влияние на фертильность сперматозоидов. 

Эффекты иммунитета на фертильную эффективность самцов (способность 

самцов совершать фертильные покрытия) разнообразны и могут включать в 

себя компромисс между инвестициями в воспроизводство или в поддержание 

жизнеспособности, а также более прямые, неблагоприятные воздействия 

иммунных факторов репродуктивного тракта на сперматозоиды и фенотип 

потомков. 

1.1. Размножение в условиях паразитарного пресса 

Многочисленные клинические, ветеринарные и экологические 

наблюдения свидетельствуют о негативном влиянии инфекций и 

паразитарных болезней на репродуктивные характеристики особей обоего 

пола (Benfield et al., 1992; Feore et al., 1997; Fichorova, 2009). Это положение 

подкрепляют результаты заражения лабораторных животных, согласно 

которым инфицирование приводит к снижению внешней привлекательности 

потенциальных брачных партнеров (Kavaliers, Colwell, 1995; Willis, Poulin, 

2000), подавляет гаметогенез и половое поведение (Weiss et al., 2009; Arteaga-

Silva et al., 2009), а также повышает риск до и постимплантационной гибели 

эмбрионов (Fitzgerald, Shellam, 1991; Moshkin et al., 2002). При инфекциях 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kavaliers%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Colwell%20DD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Willis%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Poulin%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fitzgerald%20NA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Shellam%20GR%22%5BAuthor%5D
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или инвазиях наблюдается уменьшение сексуальной активности (Loehle, 

1995), которое обусловлено не только снижением половой мотивации 

зараженных животных, но и изменением сексуальной реакции здоровых 

особей на инфицированных половых партнеров. Как показали Эдвардс и 

Бернард (Edwards, Bernard, 1987), самки мышей, зараженные трихинеллой 

(Trichinella spiralis), были менее привлекательными половыми партнерами 

для здоровых самцов, которые предпочитали спариваться с незараженными 

особями. 

Следовательно, увеличение паразитарного пресса должно приводить к 

сокращению воспроизводства в популяциях хозяев. Снижение собственной 

сексуальной активности и уменьшение привлекательности для брачных 

партнеров рассматриваются в качестве одного из проявлений синдрома 

болезненного поведения, который включает в себя вызванные инфекцией 

подавление аппетита (анорексия), повышенную сонливость и снижение 

исследовательского интереса к другим особям (Barnett, 1975). Ведущую роль 

в развитии болезненного синдрома играют провоспалительные цитокины, 

секреция которых возрастает при инфекции или при введении 

липополисахарида (ЛПС), являющегося фрагментом оболочки 

грамотрицательных бактерий (Dantzer et al., 1996). Действительно, 

внутрибрюшинное введение ЛПС, интерлейкина-1 (IL-1) или фактора 

некроза опухолей (TNFα) снижает половую привлекательность крыс обоего 

пола (Avitsur, 1997, 1998). Специфическое влияние паразитов на половое 

поведение хозяина продемонстрировано на примере поражающего гонады 

хозяина гельминта (Taenia Crassiceps cysticerci). У зараженных им самцов 

домовой мыши происходит существенное изменение стероидогенеза, а 

именно: подавляется активность 5α-редуктазы, катализирующей синтез 

андрогенов, и усиливается активность ароматазы, обеспечивающей 

образование эстрогенов, что приводит к 50-кратному росту концентрации 

эстрадиола при одновременном снижении уровня тестостерона. При 

взаимодействии с самками зараженные самцы совершают меньше садок, 
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которые, к тому же, никогда не заканчиваются эякуляцией (Morales-Montor et 

al., 1999).  

Вместе с тем, анализ рождаемости в 150 этнических группах людей 

свидетельствует об обратном эффекте (Guegan et al., 2001). Используя 

статистические приемы, позволяющие нивелировать влияние факторов 

образа жизни (характер питания, религиозная принадлежность, уровень 

образования и др.) авторы показывают, что фактическая плодовитость 

женщин (количество рожденных потомков) находится в прямой зависимости 

от видового разнообразия возбудителей паразитарных и инфекционных 

болезней на территории проживания исследуемых групп. Более того, не 

только общее число детей, но и масса новорожденных имеют нелинейную 

зависимость от биоразнообразия паразитов (Thomas et al., 2004). Самые 

крупные дети рождаются в этнических группах, живущих в условиях 

минимального паразитарного окружения, а самые маленькие - при близком к 

среднему видовому разнообразию паразитов. Далее масса тела 

новорожденных возрастает пропорционально росту паразитарной нагрузки. 

При обсуждении полученных результатов авторы акцентируют внимание на 

возможности адаптивной селекции, которая обеспечивает устойчивое 

существование популяций в условиях видового обилия паразитов, и которая 

предполагает генетически детерминированные межпопуляционные различия 

по репродуктивным параметрам (Guegan et al., 2001; Thomas et al., 2004). 

Однако не исключено, что вклад в формирование данного феномена вносят 

не только микроэволюционные преобразования. Разнообразие 

паразитических видов может положительно влиять на плодовитость хозяев в 

результате сформировавшихся в ходе паразит-хозяинной коэволюции 

механизмов иммунофизиологического реагирования на интервенцию. 

Обилие паразитов в сочетании с разнообразной комменсальной микрофлорой 

неизбежно активирует системы иммунной защиты. При этом далеко не во 

всех случаях интервенции вирусов, бактерий, экто ‒ и эндопаразитов 

приводят к болезни. Иными словами, оценивая репродуктивные последствия 
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существования в среде с большим разнообразием паразитов, нужно четко 

разграничить собственные эффекты инфекционных болезней, включая 

гельминтозы, от эффектов мобилизации различных звеньев иммунной 

системы. 

Первые результаты, указывающие на возможность позитивного 

значения антигенной стимуляции на процессы беременности, были получены 

при изучении влияния иммуногенетических различий в системе мать ‒ плод 

на жизнеспособность эмбрионов (Billington, 1964; James, 1967). 

Последующие результаты оказались не столь оптимистичными, поскольку 

подтвердить данные Джеймса (James, 1967) не удалось (Clarke, 1971; 

Hetherington, Humber, 1975; Hetherington, 1978, Ho et al., 1994). 

Противоречивость полученных результатов отчасти объясняется тем, что 

разные авторы вводили чужеродные антигены в разные сроки 

постимплантационной стадии беременности. В более поздних работах учет 

сроков становления иммуногенетического диалога матери и плода, который 

начинается с экспрессии генов гистосовместимости уже на двуклеточной 

стадии развития (Goldbard et al., 1985; Warner, Gollnick, 1993), позволил 

воспроизвести показанные Джеймсом (1967) положительные эффекты 

антигенной стимуляции. В исследовании Герлинской и соавторов 

(Gerlinskaya et al., 2000) было установлено, что введение эритроцитов, взятых 

от самцов линии C57BL/6, инбредным самкам линии BALB/c на 2-е сутки 

после внутрилинейного скрещивания приводит к увеличению массы тела 

эмбрионов и к снижению постнатальной гибели новорожденных. Учитывая 

общность иммунных процессов, развертывающихся в ответ на самые 

разнообразные антигенные стимулы, можно предположить, что и 

паразитарные антигены, с которыми сталкивается материнская иммунная 

система, могут в зависимости от стадии беременности оказать 

положительное влияние на вынашивание и выкармливание потомков. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Humber%20DP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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1.2. Иммунно-эндокринная регуляция репродуктивной функции 

самцов 

Риск столкновения с паразитами, как правило, выше у особей 

мужского, чем женского пола (Zuk, McKean, 1996). Тем не менее, лишь в 

единичных исследованиях анализируется влияние антигенной стимуляции 

самцов на вероятность фертильного покрытия и последующее развитие 

потомков. В частности, активация неспецифического иммунитета введением 

бактериального липополисахарида (ЛПС) повышает общий репродуктивный 

выход у самцов олуши, причем только у старых особей (Velando et al., 2006). 

В опытах на мышах аутбредной линии ICR было установлено, что введение 

самцам ЛПС вызывает в первые часы подавление половой активности 

(Мошкин и др., 2009). Но к концу 5-х суток совместного содержания 

различия между контрольной и экспериментальной группами по общему 

числу фертильных покрытий и общему числу жизнеспособных эмбрионов 

нивелируются. У самок, покрытых ЛПС стимулированными самцами, 

отмечено снижение до‒ и постимплантационных эмбриональных потерь. 

Еще более выраженные репродуктивные эффекты были получены при 

подсадке самок к самцам, чья иммунная система была активирована 

введением эритроцитов барана (ЭБ). При практически одинаковом числе 

фертильных покрытий спаривание с антигенстимулированными самцами 

характеризовалось большей потенциальной и фактической плодовитостью 

самок (Мошкин и др., 2010). Причем основные репродуктивные эффекты 

антигенной стимуляции самцов приходились на 3–5-е сутки после введения 

ЭБ, т.е. на период, соответствующий началу специфического 

антителообразования. Сопоставляя результаты экспериментов с введением 

ЛПС и ЭБ, можно заключить, что обусловленные активацией защитных 

механизмов репродуктивные эффекты зависят от типа иммунного ответа, 

вызываемого иммуногенными стимулами. При активации неспецифического 

иммунитета самцов (введение ЛПС) у покрытых ими самок падают 

эмбриональные потери, а при развитии специфического иммунного ответа 
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(введение ЭБ) увеличивается потенциальная и фактическая плодовитость 

(Мошкин и др., 2010). Мукозальный эпителий является неотъемлемой частью 

мужского репродуктивного тракта и способен демонстрировать врожденный 

и адаптивный иммунные ответы, подобно мукозальному эпителию 

желудочно-кишечного тракта и легких. Иммунная система мужского 

репродуктивного тракта адаптирована к физиологически сложным 

требованиям как успешного воспроизводства, так и поддержания полной 

защиты от микробной инвазии. Разделение системного иммунитета и 

иммунных ответов мукозального эпителия является характерной чертой 

мужского репродуктивного тракта. Иммунитет репродуктивного тракта 

определяется, с одной стороны, взаимодействием клеток репродуктивной 

системы с компонентами локального иммунитета, а с другой - локальной 

микросредой, в которой преобладающими являются половые гормоны и 

местный микробиом (Wira et al., 2005; Kaushic et al., 2010). Таким образом, 

можно заключить, что активация отдельных звеньев иммунитета оказывает 

разнонаправленное воздействие на репродуктивную функцию самцов. На 

направленность реагирования влияют природа патогена и доза 

вырабатываемых при этом иммуномодулирующих веществ. 

1.2.1. Иммунно-эндокринная регуляция функции семенников 

1.2.1.1. Иммунная регуляция 

Установлено, что системная инфекция и даже болезни неинфекционной 

природы могут оказывать тормозящее действие на мужскую репродуктивную 

функцию (Dong et al., 1992; Baker, 1998). Ответственные за это действие 

механизмы плохо исследованы, но тот факт, что не имеющая отношения к 

репродуктивному тракту болезнь может ингибировать фертильную 

способность самцов, предполагает, что ингибирование обусловлено чем-то 

большим, чем простое повреждение клеток, вызванное активностью 

антимикробных клеток и их секрецией (Hedger, Hales, 2006). В частности, 

результаты исследования последствий активации иммунной системы, 
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вызванной инъекциями бактериального липополисахарида (ЛПС), на 

репродуктивную функцию самцов показывают, что высокие дозы 100 мг/кг 

ЛПС вызывают активацию провоспалительного звена иммунного ответа и 

угнетение тестостерон-продуцирующей функции и сперматогенеза (Hedger, 

Hales, 2006). При этом следует отметить, что использование доз ЛПС, не 

превышающих 50 мг/кг, не оказывало значимого негативного влияния на 

сперматогенез. В последние годы растет число доказательств того, что 

воспаление, вызванное инфекционными и неинфекционными агентами, 

может оказывать непосредственное влияние на семенной эпителий (O’Bryan, 

Hedger, 2008; Hedger, 2011).  

Влияние патоген-ассоциированных молекулярных паттернов 

обеспечивается наличием TLR (толл-подобных рецепторов) на миелоидных 

клетках (моноциты, макрофаги и дендритные клетки), эпителиальных 

клетках и клетках Сертоли семенников (Hedger, 2011). Клетки Сертоли 

экспрессируют большинство рецепторов TLR, включая TLR4 (рецептор LPS). 

Стимуляция клеток Сертоли с помощью TLR ‒ лигандов активирует 

механизм, стимулирующий экспрессию MAPK (митоген активированная 

протеинкиназа) и, как следствие, активацию факторов транскрипции, таких 

как NFkB (ядерный фактор Каппа Б) и IRF3 (регуляторный фактор 

интерферона) (Riccioli et al., 2006; Bhushan et al., 2008). Индукция этих 

факторов сопровождается активацией экспрессии генов интерлейкинов (IL1α 

и IL1β), синтазы оксида азота (NOS2), фактора некроза опухоли (TNFα) и 

активина (ACV-A), контролирующих развитие воспалительного процесса 

(Gerard et al., 1991; Syed et al., 1995; Riccioli et al., 2006; Winnall et al., 2009; 

2011). Кроме того, клетки Сертоли также демонстрируют способность 

реагировать на многие из эндогенных цитокинов и других медиаторов 

воспаления, в первую очередь, на IL1α и IL1β, TNFα, NO, TGF-β3 и IFN 

(Mauduit et al., 1993; Dejucq et al., 1997; Bauche et al., 1998; Lui et al., 2003 a, 

b). 
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1.2.1.2.  Гормональная регуляция  

Тестостерон продуцируется присутствующими в интерстициальном 

пространстве семенника клетками Лейдига и диффундирует в семенные 

канальцы. Тестостерон вырабатывается клетками Лейдига локально, поэтому 

уровни тестостерона в семенниках крыс, морских свинок, макак, человека 

(340–2000 нМ), в 25 – 125 раз превышают величины характерные для 

сыворотки крови (8,7 – 35 нМ) (Comhaire, Vermeulen, 1976; Turner et al., 1984; 

Awoniyi et al., 1989; Maddocks et al., 1993; Jarow et al., 2001). Примерно две 

трети интратестикулярного тестостерона является биодоступным, поскольку 

он находится в форме, не связанной альбумином (Jarow et al., 2005). Уровень 

тестостерона в семенниках намного превышает 1-10 нМ, необходимых для 

классической регуляции экспрессии генов посредством связывания 

тестостерона с андрогеновыми рецепторами (Tsai, O'Malley, 1994). Это 

обстоятельство указывает на существование альтернативных механизмов 

действия тестостерона. 

В семенниках андрогеновые рецепторы экспрессируются в 

перитубулярных миоидных клетках, которые окружают семенные канальцы, 

и в клетках Лейдига между семенными канальцами. Внутри семенных 

канальцев только клетки Сертоли имеют рецепторы к тестостерону и 

являются основным преобразователем сигналов тестостерона, необходимых 

для поддержания выживания и развития зародышевых половых клеток (Sar et 

al., 1990). Классический механизм действия начинается с диффузии 

тестостерона через плазматическую мембрану и связывания в цитозоле с АР. 

Затем AР перемещается в ядро, где связывается со специфическими 

промоторами ДНК, что приводит к привлечению коактиваторов регуляции 

экспрессии генов. Этот классический путь действия тестостерона требует, по 

крайней мере, 30 – 45 минут для изменения экспрессии генов и часов для 

синтеза белков (Shang et al., 2002). 

Ряд данных показывает, что участие тестостерона в поддержании 

сперматогенеза может реализовываться через отличные от классических 
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механизмы. В частности, стимуляция тестостероном деполяризует клетки 

Сертоли и стимулирует приток кальция в клетки. Тестостерон также 

активирует ряд киназ, что приводит к активации киназного каскада (Walker, 

2010). Кроме того, тестостерон вовлекается в регуляцию белок - белковых 

взаимодействий для закрепления сперматид в клетках Сертоли.  

У крыс зрелые сперматозоиды высвобождаются из клеток Сертоли на 

стадии VIII сперматогенного цикла. В отсутствие тестостерона 

сперматозоиды не выделяются в просвет семенных канальцев, а вместо этого 

фагоцитируются клетками Сертоли (Holdcraft, Braun, 2004). Для оценки 

влияния тестостерона на специализированные адгезивные соединения (AJ) и 

высвобождение сперматозоидов культивировали срезы семенных канальцев 

крыс, содержащие зрелые сперматозоиды непосредственно перед их 

высвобождением. Культивирование срезов семенных канальцев с 

тестостероном или ингибиторами различных сигнальных путей, 

реализующих эффекты тестостерона, показало, что индукция киназного пути 

действия тестостерона является важным регулятором высвобождения 

сперматозоидов и их фертильности (Walker, 2010). 

1.2.2. Сперматогенез и гематотестикулярный барьер 

Способность созревающих половых клеток и зрелых сперматозоидов 

избегать иммунного распознавания собственным организмом является одной 

из интригующих загадок мужской репродуктивной функции. Сперматогенез 

проходит в семенных канальцах семенника, который включает мышечную 

ткань (перитубулярные клетки) и базальный апикальный семенной эпителий. 

Стадии сперматогенеза, проходящие в базальном компартменте семенного 

эпителия за пределами гематотестикулярного барьера (ГTБ) включают серию 

клеточных событий: 1) обновление и пролиферация сперматогоний 

посредством митоза и дифференцировки; 2) продвижение клеточного цикла 

от сперматогоний к прелептотенным сперматоцитам. Последующие стадии 

сперматогенеза, проходящие в апикальном эпителии в пределах ГТБ, 

включают: 3) прохождение клеточного цикла от зиготены и пахитены к 
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диплотенным сперматоцитам, за которыми следуют последовательные 

мейотические деления I и II порядков; 4) преобразование круглых сперматид 

в удлиненные формы сперматид, а затем в спермии, которые выбрасываются 

в просвет канальцев. Таким образом, ГTБ обеспечивает физический барьер 

для разделения событий сперматогенеза, а именно стадий митотических 

делений и мейоза с последующей дифференцировкой, которые проходят в 

иммуннопривилегированных участках апикального эпителия (Cheng, Mruk, 

2012). 

Основная функция ГТБ ‒ ограничивать поток веществ (вода, ионы, 

питательные вещества, гормоны, паракринные факторы и другие 

биологические молекулы) через эпителий клеток Сертоли в апикальный 

компартмент. Кровеносные и лимфатические сосуды расположены только в 

интерстиции между семенными канальцами и не проникают в семенной 

эпителий ГТБ. ГТБ регулирует поступление веществ (сахаров, аминокислот), 

жизненно важных молекул (гормонов, ионов) и токсикантов (токсиканты 

окружающей среды, лекарства, химические вещества) в апикальный 

компартмент, в котором происходит постмейотическое развитие половых 

клеток (спермиогенез и спермиация). Эта «избирательность» функции ГТБ 

создает уникальную микросреду, необходимую для развития 

постмейотических сперматид в апикальном компартменте семенного 

эпителия (Mital et al., 2011; Cheng, Mruk, 2012). Морфологическое 

разграничение, обусловленное ГТБ, обеспечивает неограниченный доступ к 

необходимым для митотической пролиферации и дифференциации 

сперматозоидов гормонам и другим биомолекулам, высвобождающимся из 

микрососудов в интерстициальное пространство. Тогда как дальнейшее 

развитие метаболически неактивных сперматид проходит в 

иммуннопривилигированном апикальном компартменте ГТБ. 
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1.2.3. Иммунная и гормональная регуляция гематотестикулярного 

барьера 

Во время сперматогенеза в семенниках млекопитающих 

прелептотенные и лептотенные сперматоциты выходят за пределы ГТБ. 

Миграция прелептотенных и лептотенных сперматоцитов через ГТБ на 

стадии VIII семенного эпителиального цикла включает обширную 

реструктуризацию плотных соединений (TJ) (Mruk, Cheng, 2004; Wong, 

Cheng, 2005). Установлено, что сосуществование плотных соединений (TJ) и 

апикальных закрепляющих соединений (AJ) в ГTБ направлено на усиление 

целостности барьера на этапе эпителиального цикла, когда ГТБ «закрыт». На 

стадии VIII эпителиального цикла, когда ГTБ должен «раскрыться», TJ и AJ 

отключаются, так что TJ могут временно замещать функцию AJ при 

реструктуризации AJ и наоборот (Wong, Cheng, 2005). При реструктуризации 

ГТБ на стадии VIII семенного эпителиального цикла во время транзита 

сперматоцитов через ГТБ разрушаются межклеточные соединения 

сперматида – клетка Сертоли, хотя необходимость поддержания функции 

иммунологического барьера в этот период сохраняется. 

Цитокины, ростовые факторы и тестостерон играют важную роль в 

поддержании целостности ГTБ (Lui et al., 2003; Wong et al., 2004; Xia et al., 

2006; Li et al., 2006). Цитокины, такие как TGF-β (трансформирующий 

фактор роста), EGF (эпидермальный фактор роста), интерлейкины (IL-1α, IL-

13) и TNFα (фактор некроза опухоли) участвуют в регуляции функции 

барьера в различных эпителиальных клетках (Walsh et al., 2000; Xia et al., 

2009; Li et al., 2009c; Koch, Nusrat, 2009; Kirschner et al., 2009). Например, 

TNFα может нарушать функцию кишечного барьера, индуцируя эндоцитоз 

окклюдина (Turner, 2009; Clayburgh et al., 2005). Однако точная роль 

цитокинов в динамике ГTБ долгое время оставалась не изученной. В начале 

2000 годов впервые было показано, что про- и противовоспалительные 

цитокины TNFα и TGF-β могут влиять на сборку барьера и проницаемости TJ 

клеток Сертоли (Lui et al., 2001; 2003). Дополнительные исследования in vivo, 
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выполненные на крысах, продемонстрировали, что ГTБ регулируется 

митоген-активированной протеинкиназой (Lui et al., 2003; Lui et al., 2009 a; 

Wong et al., 2004; Xia, Cheng, 2005) и n-концевой киназой c-Jun (Li et al., 

2006; Wong et al., 2005; Siu et al., 2003), которые, в свою очередь, 

активируются TGF-β и TNFα соответственно. Цитокины способствуют 

эндоцитозу белков, в частности, окклюдина, который активирует 

опосредованную эндосомами деградацию ГTБ. Цитокины участвуют в 

реструктуризации плотных контактов в местах AJ между постмейотическими 

сперматидами и клетками Сертоли в апикальном семенном эпителии ГTБ 

(Lui, Cheng, 2007; Li et al., 2008; 2009b). По сути, результаты этих 

исследований демонстрируют, что цитокины могут нарушать адгезию 

апикального эпителия ГTБ, снижая стационарные уровни ключевых 

интегральных мембранных белков, таких как N-кадгерин и окклюдин, в 

апикальном эпителии ГTБ (Li et al., 2005; 2008). Выводы этих авторов 

подтверждаются результатами исследований, показывающими, что 

подавление интегральных мембранных белков ГTБ, наблюдаемое после 

обработки клеток Сертоли цитокинами, отчасти вызывается увеличением 

эндоцитоза белков и внутриклеточной деградацией, опосредованной 

эндосомами (Li et al., 2008; Yan et al., 2008a, b). Интересно, что фагоцитоз 

остаточных тел в сперматидах клетками Сертоли, который происходит перед 

спермацией, индуцирует секрецию клетками Сертоли IL-1α in vitro, что 

согласуется с данными, полученными in vivo и показывающими, что 

продукция этого цитокина наиболее высока в канальцах на VIII стадии (Syed 

et al., 1995). Фактически, интратестикулярное введение взрослым крысам IL-

1α вызывает истощение сперматид в эпителии, имитирующее спермиацию, и 

нарушение барьера, имитирующего реструктуризацию ГTБ (Sarkar et al., 

2008). В совокупности эти результаты указывают на то, что своевременная 

продукция IL-1α клетками Сертоли после фагоцитоза остаточных тел 

сперматид может координировать формирование спермаций и ГTБ. 
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Тестостерон, продуцируемый клетками Лейдига, реализует свои 

эффекты через специфические андрогенные рецепторы клеток Сертоли и 

семенного эпителия. Уровень экспрессии андрогенных рецепторов у 

грызунов наиболее высок в семенном эпителии на стадиях VII – VIII 

эпителиального цикла, когда ГТБ открывается для транзита мигрирующих 

прелептотенных или лептотенных сперматоцитов (Wang et al., 2006; Yan et 

al., 2007). Мыши с селективным нокаутом андрогенного рецептора в клетках 

Сертоли бесплодны. Показано, что их бесплодие обусловлено остановкой 

сперматогенеза на стадии первого мейоза. Кроме того, у этих мышей 

зафиксировано нарушение ГТБ (Wong et al., 2004, 2008). Эти данные, а также 

результаты исследований in vitro демонстрируют способность тестостерона к 

поддержанию барьерной функции клеток Сертоли и ТJ и позволяют 

предположить, что ГTБ является основной мишенью для действия 

андрогенов (Li et al., 2009). Кроме того, было показано, что тестостерон 

способствует перемещению интегральных мембранных белков между 

клеточной поверхностью и цитозолем, а также их рециркуляции из цитозоля 

обратно на поверхность клетки без увеличения экспрессии белков ГТБ, 

участвующих в поддержании целостности барьера (Cheng, Mruk, 2010). С 

другой стороны, тестостерон вовлекается в регуляцию сборки 

соединительных комплексов ГТБ и тем самым способствует его целостности 

(Wang et al., 2009; Meng et al., 2005). Исследования in vitro также показали, 

что тестостерон может усиливать синтез белков ТJ, необходимых для сборки 

и поддержания барьерной функции плотного соединения клеток Сертоли 

(Janecki et al., 1992; Chung et al., 2001; Siu et al., 2009). Таким образом, можно 

заключить, что цитокины нарушают межклеточные соединения в семенном 

эпителии, а тестостерон поддерживает их целостность. Однако, 

представленные выше данные не объясняют, как цитокины и тестостерон, 

которые, по сути, функционируют в одной и той же микросреде, могут 

оказывать противоположное влияние на динамику плотных соединений, но 

при этом поддерживать гомеостаз семенного эпителия. 
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Исследования, в которых изучались эффекты TGF-β2 и тестостерона на 

эндоцитоз и рециркуляцию белков, участвующих в формировании плотных 

контактов, показывают, что и цитокины, и тестостерон усиливают кинетику 

эндоцитоза интегральных мембранных белков ГТБ in vitro в клетках Сертоли 

(Yan et al., 2008; Xia et al., 2009). Однако только тестостерон индуцирует 

перемещение эндоцитозированных белков обратно на поверхность клеток 

Сертоли, (Yan et al., 2008) и, следовательно, способствует поддержанию 

барьерной функции плотных контактов, тогда как цитокин-индуцированные 

белки предназначены для внутриклеточной деградации интегральных 

мембранных белков. Эти данные объясняют, как функция 

иммунологического барьера может поддерживаться во время транзита 

прелептотенных/лептотенных первичных сперматоцитов через ГТБ на стадии 

VIII эпителиального цикла. 

Тестостерон также способствует сборке «новых» фибрилл с плотными 

контактами под мигрирующими первичными сперматоцитами путем синтеза 

de novo новых белков, а также за счет трансцитоза и повторного 

перемещения интернализованных белков плотных контактов из 

вышележащих в нижележащие сперматоциты. В то же время цитокины, 

продуцируемые Сертоли и зародышевыми клетками, запускают разборку 

«старых» фибрилл с плотным соединением, расположенных над 

перемещающимися сперматоцитами, что позволяет зародышевым клеткам 

преодолевать барьер. 

1.2.4. Иммунные факторы в регуляции сперматогенеза в семенниках 

Известно, что провоспалительные медиаторы иммунного ответа играют 

ключевую роль в инициации волны сперматогенеза и в реализации многих 

других аспектов развития сперматогенных клеток. Эти регуляторы включают 

макрофагальные цитокины IL-1, IL-6 и TNFα, а также небелковые медиаторы 

воспаления, такие как NO. Кроме того, имеющиеся данные свидетельствуют, 

что медиаторы воспаления продуцируются в семенниках соматическими 

клетками, в том числе клетками Сертоли, перитубулярными клетками, 
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клетками Лейдига и зародышевыми клетками (O’Bryan, Henger, 2008). На 

примере TNFα показано, что его высокие концентрации в циркулирующей 

крови сочетаются с нарушением гематотестикулярного барьера и 

высвобождением незрелых сперматозоидов в полость семявыносящих 

канальцев (Li et al., 2009b). При высоких концентрациях TNFα с помощью 

даун-регуляции системы Fas ингибирует апоптоз зрелых половых клеток, в 

результате нарушается оптимальное соотношение клеток Сертоли и зрелых 

половых клеток, которое является определяющим фактором созревания 

половых клеток и нормального сперматогенеза (Pentikӓinen et al., 2001). 

Высокий уровень TNFα также оказывает негативное влияние на синтез 

тестостерона (Huleihel, Lunenfeld, 2004), что может быть критичным для 

поддержания нормального сперматогенеза. К тому же, повышенное 

содержание TNFα в семенных пузырьках оказывает влияние на подвижность 

сперматозоидов (Koçak et al., 2002). Обнаружена также положительная 

взаимосвязь между уровнем TNFα в семенной плазме с разрушением 

ДНК/хроматина в сперматозоидах и снижением подвижности 

сперматозоидов (Perdichizzi et al., 2007). В экспериментах in vitro добавление 

TNFα вызывало значительное снижение подвижности сперматозоидов 

(Eisermann et al., 1989) и снижение числа сперматозоидов с нормальной 

митохондриальной функцией (Bian et al., 2004). В клинической практике 

также накоплены многочисленные примеры, демонстрирующие, что 

увеличение уровня TNFα, вызванного инфекциями, негативно влияет на 

фертильную способность мужчин (Gruschwitz et al., 1996; Huleihel et al., 1996; 

Koçak et al., 2002; Politch et al., 2007).  

Вместе с тем, накапливается все больше доказательств того, что 

медиаторы воспаления в физиологических концентрациях необходимы для 

становления и функционирования мужской репродуктивной системы 

(Lazaros et al., 2012). Отмечается значимая роль TNFα в регуляции 

важнейших этапов сперматогенеза, а именно созревания сперматозоидов и 

продвижения их в просветы канальцев семенников. Показано, что TNFα, 
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вовлекаясь в регуляцию сперматогенеза (O’Bryan, Hedger, 2008), 

обеспечивает поддержание жизнеспособности половых клеток (Bornstein et 

al., 2004), регулирует апоптоз зародышевых клеток в семенных канальцах, 

контролирует функционирование лигандной системы Fas (Pentikӓinen et al., 

2001) и секреторную функцию клеток Сертоли (Mauduit et al., 1996). В целом, 

TNFα является важнейшим фактором выживания половых клеток (O’Bryan, 

Hedger, 2008). Дополнительные доказательства ключевой роли TNFα в 

процессе сперматогенеза были получены в экспериментах на самцах мышей 

с нокаутом по гену фактора некроза опухолей TNFα-/- (Suh et al., 2008). У 

самцов TNFα-/- наблюдалось уменьшение концентрации сперматозоидов в 

эякуляте по сравнению с самцами дикого типа TNFα+/+ (Suh et al., 2008). 

Кроме того, повышенная секреция мюллеровой ингибирующей субстанции 

клетками Сертоли, обнаруженная у мышей TNFα-/-, ингибировала синтез 

тестостерона клетками Лейдига (Fynn-Thompson et al., 2003). Другие 

провоспалительные цитокины также играют важную роль в регуляции 

сперматогенеза. IL1α стимулирует вовлечение нового поколения половых 

клеток в цикл сперматогенеза и контролирует прохождение ими всех стадий 

сперматогенеза. IL1α также индуцирует продукцию IL6, который необходим 

для регулирования количества сперматоцитов, находящихся на стадии 

мейоза. В свою очередь TNFα способствует продвижению сперматоцитов 

через гематотестикулярный барьер (O’Bryan, Henger, 2008). 

Таким образом, семенник является иммунологически 

привилегированным органом, но при этом семенной эпителий проявляет 

признаки хронического воспаления, выделяя в процессе сперматогенеза 

медиаторы воспаления. Этот механизм имеет ключевое значение для 

успешного сперматогенеза, и нарушение в балансе между этими двумя 

иммунологическими "компартментами" в результате какого-либо 

иммуноопосредованного повреждения семенника или недостаточности 

сперматогенеза приводит к гибели зародышевых клеток (O’Bryan, Henger, 

2008). 
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1.2.5. Иммунитет эпидидимиса 

Изучение иммунитета эпидидимиса оставалось долгое время вне 

интереса исследователей, поскольку господствующая точка зрения опиралась 

на то, что семенники обеспечивают иммунитет всего репродуктивного 

тракта. Однако клинические данные опровергают этот взгляд. Например, 

эпидидимит – вызванное иммунным ответом на патогены воспаление 

эпидидимиса – является наиболее частой патологией (Moore et al., 1971). 

Первой линией защиты эпидидимиса является гематоэпидидимальный барьер 

(ГЭБ). ГЭБ представляет собой сложную структуру, состоящую из трёх 

типов барьеров: анатомического, физиологического и иммунологического. 

(Mital et al., 2011). Анатомический барьер образован плотными контактами 

между базолатеральной и апикальной мембраной эпителиальных клеток 

(Hoffer, Hinton, 1984) и его функция заключается в ограничении входа и 

выхода клеток из просвета в просвет. Физиологический барьер 

обеспечивается с помощью транспортёров, которые контролируют движение 

веществ из просвета в просвет, и тем самым, создают специализированное 

микроокружение, необходимое для созревания сперматозоидов (Cooper et al., 

1979; Hinton, Howards, 1981). И, наконец, иммунологический барьер 

представлен не только иммунными клетками (CD4+, CD8+Т лимфоциты, В 

лимфоциты, макрофаги, дендритные клетки), но и, в большинстве своем, 

эпителиальными клетками, экспрессирующими толл-подобные рецепторы 

(TLR). 

Эпидидимис играет решающую роль в поддержании фертильности 

сперматозоидов, обеспечивая созревание, транспортировку и хранение 

сперматозоидов. Кроме того, он должен создавать защитную среду от 

восходящего урогенитального потока патогенов и толерогенную среду для 

защиты сперматозоидов от непрерывного потока антиспермальных 

аутоантигенов. Для создания таких условий требуется относительная 

стабильность состава внутренней гуморальной среды эпидидимиса. Следует 

отметить, что эпидидимис является основной мишенью для бактерий 
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(например, Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhea и Escherichia coli) и 

вирусов (например, вирус иммунодефицита человека), передающихся 

половым путем (Mullen et al., 2003; Hedger, 2011). Важной особенностью 

эпидидимиса является присутствие большого количества компонентов 

врожденного иммунитета, обильно экспрессируемых даже в отсутствие 

повреждения или инфекции (Ribeiro et al., 2016). Состав гуморальных 

компонентов эпидидимиса включает антимикробные/иммуномодулирующие 

белки (b-дефензины, лактоферрин) и медиаторы воспаления (цитокины и 

родственные им молекулы). Они действуют как первый барьер в защите от 

широкого спектра вызовов (инфекционных и неинфекционных) и критически 

вовлечены в регуляцию как врожденных, так и адаптивных иммунных 

ответов. Таким образом, мужская репродуктивная функция зависит от 

наличия надежных механизмов врожденного и адаптивного иммунитета во 

всех репродуктивных органах и протоках. 

Головной отдел эпидидимиса является ключевым участком иммунного 

ответа, поскольку он является одним из последних отделов, в который по 

восходящему пути попадают урогенитальные патогены. 

Продемонстрировано, что в этом отделе наиболее представленной 

популяцией иммунных клеток являются антигенпрезентирующие клетки, 

такие как дендритные клетки и макрофаги (Voisin et al., 2018). Кроме того, 

наличие высокой доли канонических CD4+, CD8+ Т-лимфоцитов позволило 

предположить существование в этой области классических иммунных 

ответов (Da Silva et al., 2011). Следует отметить, что лейкоциты 

обнаруживаются во всех областях эпидидимиса, хотя имеется тенденция к 

наибольшему увеличению количества всех подгрупп лейкоцитов в 

перитубулярной зоне и эпителии головного отдела (Nashan et al., 1989; 

Flickinger et al., 1997; Seiler et al., 1999). В свою очередь, количество 

интраэпителиальных макрофагов и CD8+ Т-клеток увеличивается 

преимущественно в проксимальных областях эпителия, и их количество 

увеличивается при нарушении сперматогенеза у крыс (Serre, Robaire, 1999). 



33 
 

Различия в распределении лейкоцитов в эпидидимисе по сравнению с 

семенником указывают на существование отличной иммунологической 

среды, в которой разделение между антигенами сперматозоидов и местными 

иммунными клетками менее устойчиво. 

В эпидидимисе плотные соединения (TJ) менее специализированы и 

расположены апикально, поэтому иммунные клетки (дендритные клетки, 

макрофаги, CD8+ лимфоциты) и другие иммунные факторы могут проникать 

в эпителий, где становятся возможными их контакты с содержимым 

просвета. Поступление антител (IgA и IgG) в эпидидимис может происходить 

либо путем трансэпителиального транспорта, либо через восходящий тракт 

от добавочных половых желез (Voisin et al., 2019). В частности, показано, что 

после иммунизации крыс столбнячным анатоксином, который имеет 

высокую иммуногенность, а антитела к нему не являются 

антиспермальными, специфичные к столбнячному анатоксину IgG 

обнаруживаются в протоках эпидидимиса (Knee et al., 2005). Эти данные 

подтверждают полученные ранее результаты, показывающие, что через 20 

часов после внутривенного введения крысам I125IgG, иммуноглобулин G 

обнаруживается в головном отделе эпидидимиса (Pöllänen, Cooper, 1995). 

Предполагается, что при отсутствии патологических нарушений целостности 

ГЭБ молекулы белков и клетки могут поступать в протоки эпидидимиса 

через инициальный отдел эпидидимиса, по которому осуществляется 

транспорт сперматозоидов из семенников в головной отдел эпидидимиса (Da 

Silva, Barton, 2016). Канал инициального сегмента окружен очень плотной 

сетью капилляров, значительная часть из них представлена 

фенестрированными кровеносными капиллярами (Abe et al., 1984; Hirai et al., 

2010). Эта сеть является наиболее хрупкой зоной ГЭБ, через которую в 

проток эпидидимиса может попадать содержимое периферических 

кровеносных сосудов, включая и клетки. Показано, что в протоке 

инициального сегмента эпидидимиса содержится максимальное количество 

макрофагов и дендритных клеток (Da Silva, Barton, 2016), а также IgG 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/016503789400914S#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/016503789400914S#!
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(Pöllänen, Cooper, 1995; Knee et al., 2005). В просвете протока инициального 

сегмента эпидидимиса сперматозоиды, покидающие семенник, могут 

напрямую взаимодействовать с компонентами крови, поступающими из 

сосудистого русла, и интраэпителиальными иммунными клетками 

(макрофаги, дендритные клетки Т и В лимфоциты). Поэтому предполагается, 

что в этой области осуществляется надзор за качеством сперматозоидов и 

происходит элиминация некачественных гамет (Da Silva, Barton, 2016).  

Таким образом, взаимодействия между иммунной системой и 

эпидидимисом создают особую иммунную среду в разных отделах 

эпидидимиса, необходимую для созревания сперматозоидов. Любые 

нарушения, вызванные различными причинами, могут влиять на параметры 

сперматозоидов, определяющих их фертильную способность (Hedger, 2011; 

Silva et al., 2018). 

1.3. Влияние отцовских факторов на успех беременности 

1.3.1. Посткопуляторные отцовские эффекты 

Растворимая фракция эякулята, известная как семенная жидкость, 

представляет собой больше, чем просто транспортную среду для хранения 

сперматозоидов. Семенная жидкость, попадающая в женские половые пути 

при коитусе, не только способствует выживанию и оплодотворяющей 

способности сперматозоидов, но также содержит в своем составе сигнальные 

молекулы, которые влияют на шансы зачатия и репродуктивный успех. 

Посткопулятивная среда матки, активируемая семенной жидкостью, не 

только обеспечивает оплодотворение, но и активирует иммунитет женского 

репродуктивного тракта, который способствует имплантации и поддержанию 

беременности. 

Кроме того, в экспериментах на мышах показано, что многие 

гуморальные факторы и иммунные клетки, обнаруживаемые в семенной 

жидкости, происходят из фракции семенной плазмы (Robertson et al., 2005). 

Состав семенной жидкости представляет собой сложную 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/016503789400914S#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/016503789400914S#!
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многокомпонентную смесь, состоящую из белков, фруктозы, липидов, 

цитокинов и иммуноглобулинов, главным образом, IgG. (Mann, 1964; 

Aumuller, Riva, 1992; Maegawa et al., 2002; Gopichandran et al., 2006; Morgan, 

Watkins, 2019). В семенной жидкости также присутствуют и внеклеточные 

нуклеиновые кислоты, такие как ДНК, длинная одноцепочечная РНК и малая 

РНК. Высказывается предположение, что эти РНК могут играть 

потенциальную биологическую роль, выступая в качестве 

коммуникационных молекул при межклеточных взаимодействиях, а также во 

временной и пространственной регуляции экспрессии генов в мужской 

репродуктивной системе (Zagoskin et al., 2017). Следует отметить, что 

основными источниками семенной жидкости являются семенные пузырьки, 

которые, в отличие от семенников и эпидидимиса, не защищены от 

поступления иммунных факторов и клеток из кровеносных и лимфатических 

сосудов. В большинстве исследований, посвященных инфекции/воспалению 

мужских половых органов, показано, что провоспалительные цитокины и их 

растворимые рецепторы экспрессированы в семенной жидкости (Sanocka et 

al., 2003; Matalliotakis et al., 2006; Martinez-Prado, Bermudez, 2010; Kokab et 

al., 2010). Изменение концентрации отдельных цитокинов, а также их 

комбинаций наблюдается на разных этапах воспалительного процесса 

(Papadimas et al., 2002; Sanocka et al., 2003). Более того, предполагается, что 

наиболее ранними маркерами воспалительного процесса в репродуктивных 

органах, обусловленного как инфекционными, так и неинфекционными 

причинами, являются провоспалительные цитокины IL-6 и IL-8 (Eggert-Kruse 

et al., 2001; Sanocka et al., 2003; Kopa et al., 2005; Penna et al., 2007; Kokab et 

al., 2010). Цитокины семенной жидкости, попадая в женский 

репродуктивный тракт, взаимодействуют с выстилающими 

цервиковагинальный тракт эпителиальными клетками и вызывают локальные 

клеточные и молекулярные изменения, напоминающие воспалительную 

реакцию (Robertson, 2005). Показано, что семенная жидкость мышей и 

свиней активирует экспрессию нескольких провоспалительных цитокинов и 
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хемокинов в эпителиальных клетках матки (Robertson et al., 1996; 2005; 

O’Leary et al., 2004). В свою очередь, эти факторы усиливают действие 

хемотаксических агентов семенной жидкости, что приводит к изменениям в 

сосудистом русле матки, привлечению и активации макрофагов, 

гранулоцитов и дендритных клеток, которые накапливаются в ткани 

эндометрия матки, прилегающей к эпителиальной поверхности, и мигрируют 

между эпителиальными клетками в просветную полость. (Phillips, Mahler, 

1975; McMaster et al., 1992; O'Leary et al., 2004). Проникающие лейкоциты 

участвуют в удалении из женских репродуктивных тканей семенных 

остатков и, потенциально, в отборе оплодотворяющей спермы (Mattner, 1969; 

Roldan et al., 1992), а также могут влиять на женский иммунный ответ на 

семенные антигены и вызывать необходимые для имплантации изменения в 

эндометрии матки (Robertson et al., 1997; Robertson, 2005). У мышей и свиней 

эпителиальные клетки эндометрия матки являются основными мишенями 

воздействия молекулярных факторов семенной жидкости, и у обоих видов 

ключевыми индуцируемыми в матке цитокинами являются GM-CSF 

(гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор), IL-6, IL-

8 и MCP-1 (моноцитарный хемотаксический белок -1) (Robertson et al., 1992; 

1996; O'Leary et al., 2004). Эксперименты, выполненные на самцах мышей с 

дефицитом семенной жидкости после вазэктомии или хирургического 

удаления семенных пузырьков, показывают, что основные иммунологически 

активные сигнальные фрагменты поступают в семенную жидкость из 

семенного пузырька (Robertson et al., 1996). 

У грызунов семенная жидкость вызывает каскад долговременных 

изменений функционирования иммунной системы беременных самок. Первая 

фаза женского иммунного ответа на компоненты семенной жидкости 

подобна классической воспалительной реакции с начальной экспрессией 

провоспалительных цитокинов, сопровождающейся образованием 

обширного лейкоцитарного инфильтрата в эндометрии матки. Этот 

воспалительный ответ разрешается у мышей к 4 дню, когда начинается 
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имплантация эмбриона. Этот непродолжительный воспалительный ответ 

задает траекторию экспрессии генов и клеточных изменений, которые 

модулируют иммунную и репродуктивную функции, и тем самым 

поддерживают имплантацию и беременность (Schjenken, Robertson, 2020). 

Вторая фаза иммунной реакции женского репродуктивного тракта на 

семенную жидкость ‒ это инфильтрация макрофагов и дендритных клеток из 

периферической крови в субэпителиальную строму шейки матки и 

эндометрий матки, которая проходит в течение 24 часов после контакта с 

семенной жидкостью. Кинетика рекрутирования макрофагов и дендритных 

клеток в субэпителиальную строму хорошо согласуется с индукцией 

экспрессии генов, запускаемой факторами семенной жидкости. Эти 

иммунные клетки способствуют восприимчивости матки к имплантации 

эмбриона и последующему развитию плаценты (Schjenken, Robertson, 2020). 

В индуцированной семенной жидкостью матке мышей усиливается 

продукция эпителиальными клетками хемотаксических факторов (Schjenken 

et al., 2015), что приводит к усилению воспалительного ответа. Во второй 

волне в инфильтратах децидулярной стромы появляются макрофаги и 

дендритные клетки (De et al., 1991; Robertson et al., 1998). Эти клетки 

сохраняются в строме эндометрия в течение примерно 24 - 48 часов, но затем 

эвакуируются по мере разрешения воспаления до имплантации эмбриона, что 

совпадает с индуцированным прогестероном сдвигом экспрессии 

провоспалительных цитокинов в сторону экспрессии 

противовоспалительных цитокинов (De et al., 1991; Kachkache et al., 1991) и 

накоплением внутриматочных натуральных киллеров (uNK). Нарушение 

передачи молекулярных и клеточных сигналов, содержащихся в семенной 

жидкости, ослабляет иммунную адаптацию к беременности и нарушает 

эмбриональное развитие (Johansson et al., 2004; Guerin et al., 2011; Bromfield 

et al., 2014). Ключевым результатом иммунного ответа на семенную 

жидкость является индукция иммуносупрессивных Treg-клеток, 

обеспечивающих иммунную толерантность и, как следствие, нормальное 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Schjenken+JE&cauthor_id=31999507
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Robertson+SA&cauthor_id=31999507
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Schjenken+JE&cauthor_id=31999507
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Robertson+SA&cauthor_id=31999507
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развитие антигенно отличных от материнского организма эмбрионов 

(Robertson et al., 2018). Это происходит после того, как дендритные клетки 

покидают репродуктивный тракт через афферентные лимфатические узлы и 

попадают в дренирующие лимфатические узлы, где они представляют 

антигены мужской семенной жидкости для примирования Т-клеток 

(Bromfield et al., 2014). Затем Т-клетки проникают в эндометрий матки до и 

во время имплантации из периферической крови и вследствие их локальной 

пролиферации. Сила и качество ответа Т-клеток может варьировать в 

зависимости от баланса состава семенной жидкости, который влияет на 

экспрессию цитокинов и хемокинов в матке и фенотип рекрутированных 

макрофагов и дендритных клеток (Guerin et al., 2011; Bromfield et al., 2014). 

Эндометрий секреторной фазы эстрального цикла содержит высокую долю 

uNK-клеток (децидуальные натуральные киллеры), дендритных клеток и Т-

клеток, среди которых 20-25% клеток являются Treg лимфоцитами CD45 + 

(Bulmer et al., 2009). Все эти клетки участвуют в подготовке эндометрия к 

прикреплению и имплантации эмбриона путем регуляции ангиогенеза (Evans 

et al., 2016). Таким образом, все сказанное выше указывает на ключевую роль 

композиции иммунных факторов семенной жидкости в подготовке матки к 

имплантации и успешной реализации беременности. 

1.3.2. Влияние отцовских факторов на эмбриональное развитие 

Развитие эмбриона от зиготы до бластоцисты является критическим 

этапом онтогенеза. И изменения гуморального и клеточного состава среды, 

окружающей эмбрион, могут навсегда изменить его онтогенетическую 

программу развития за счет эпигенетических эффектов, определяющих ход 

развития и долгосрочное влияние на здоровье потомства (Thompson et al., 

2002; Gerlinskaya et al., 2019). Семенная жидкость, как было показано выше, 

является значимым регулятором материнской гуморальной среды за счет 

модулирующего влияния на экспрессию факторов роста и цитокинов, 

определяющих выживаемость и программирование развития эмбрионов 

(Robertson et al., 2018). 
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Семенная жидкость регулирует экспрессию нескольких цитокинов, 

экспрессируемых в яйцеводе и эпителии матки, и влияние этих цитокинов на 

развитие эмбрионов может быть, как положительным, так и отрицательным. 

Эмбриотрофические факторы (ростовые факторы и интерлейкины) в 

яйцеводе и матке, индуцируемые семенной жидкостью (CSF1, GM-CSF, 

CSF3, IL-6, LIF и VEGF), оказывают положительное влияние на 

эмбриональное развитие (O'Leary et al., 2004; Scott et al., 2009; Bromfield et al., 

2014; Schjenken et al., 2015). При нарушении экспрессии цитокинов на ранних 

сроках беременности, обусловленном спариванием самок с самцами, 

имеющими дефицит семенной плазмы в результате хирургического 

иссечения семенных пузырьков, наблюдается снижение скорости 

расщепления зигот до 2-клеточной стадии и нарушение развития бластоцист 

(Bromfield et al., 2014). Наиболее убедительные доказательства 

эмбриотрофического действия цитокинов получены для GM-CSF. Показано, 

что отсутствие GM-CSF нарушает развитие бластоцисты из-за активации 

апоптоза (Robertson et al., 2001; Chin et al., 2009). У эмбрионов крупного 

рогатого скота GM-CSF действует посредством регуляции генов 

метилирования de novo и влияет на эпигенетическое репрограммирование 

(Loureiro et al., 2009; Siqueira et al., 2017). Культивирование in vitro 

человеческих эмбрионов в присутствии GM-CSF увеличивает число 

эмбрионов, достигающих стадии бластоцисты, увеличение размера клеток 

внутренней клеточной массы и количество клеток трофоэктодермы (Sjoblom 

et al., 1999). Кроме того, эффект GM-CSF проявляется в увеличении частоты 

имплантации и успешных родов (Ziebe et al., 2013). 

При определенных обстоятельствах в матке и яйцеводе могут 

экспрессироваться эмбриотоксические факторы, которые могут оказывать 

негативное влияние на развитие эмбриона и вызывать апоптоз. Экспрессия 

эмбриотоксических цитокинов IFN-γ и TNFα, связывающихся с лигандом, 

индуктором апоптоза клеток (TRAIL), регулируется семенной жидкостью у 

мышей и людей (Sharkey et al., 2012; Bromfield et al., 2014; Schjenken et al., 



40 
 

2015; Sharkey et al., 2018). TRAIL относится к числу ключевых регуляторов 

жизнеспособности и потенциала развития эмбриона. TRAIL и его рецептор 

экспрессируются в доимплантационных эмбрионах мышей (Riley et al., 2004), 

а также в эмбрионах и тканях репродуктивного тракта человека (Robertson et 

al., 2018). TRAIL, по-видимому, оказывает негативное влияние на развитие 

эмбриона за счет индукции апоптоза (Riley et al., 2004). Снижение 

фертильности и изменённое онтогенетическое программирование плода, 

наблюдаемые у мышей, зачатых при отсутствии семенной плазмы в женском 

репродуктивном тракте, и повышенная экспрессия TRAIL в этих условиях 

указывают на его значимую роль в регуляции эмбрионального развития 

(Bromfield et al., 2014). На ранних стадиях беременности TNFα действует как 

фактор апоптоза, увеличивая процент апоптотических бластомеров в 

эмбрионах мыши (Fabian et al., 2007). В свою очередь, IFN-γ подавляет 

экспрессию эмбриотрофического фактора GM-CSF и напрямую ингибирует 

развитие бластоцист мыши (Haimovici et al., 1988; Sharkey et al., 2018). 

Способность тканей репродуктивного тракта самок высвобождать 

эмбриотрофические и эмбриотоксические цитокины повышает перспективу 

«контроля качества» эмбрионов со стороны материнского тракта. Это 

подтверждается результатами, показывающими, что в спаривающихся парах, 

когда у самцов отмечается провоспалительный фенотип семенной плазмы, 

связанный с инфекцией или неинфекционным воспалением, отмечается 

увеличение экспрессии провоспалительных цитокинов в цервикальном 

эпителии матки (Rasmussen et al., 1997; Sharkey et al., 2007). Предполагается, 

что изменения баланса иммунных факторов в семенной жидкости самцов 

могут влиять на развитие эмбрионов, фенотип и здоровье потомков во 

взрослой жизни (Sjoblom et al., 2005; Bromfild et al., 2014). В целом, эти 

данные указывают на то, что баланс эмбриотрофических и 

эмбриотоксических цитокинов семенной жидкости обеспечивает механизм, 

посредством которого женский репродуктивный тракт отвечает на сигналы, 

получаемые с содержимым семенной жидкости самца, а далее либо 
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способствует поддержанию, либо препятствует развитию 

преимплантационного эмбриона, и, тем самым, может модулировать его 

долгосрочное программирование. 

1.3.3. Влияние отцовских факторов на фенотип потомков 

Внимание исследователей, изучающих родительский вклад в фенотип 

потомков, сосредоточено, в первую очередь, на факторах, определяющих 

материнское влияние, тогда как роли отцов уделяется ограниченное 

внимание. Однако появляется все больше данных, подтверждающих идею о 

том, что неблагоприятные факторы, воздействующие на самцов до 

спаривания с самками, влияют на фенотипическое программирование их 

потомства (Anway et al., 2005; Terashima et al., 2015; Wu et al., 2016; Sun et al., 

2018). Отцовские факторы, включая возраст, характер питания, условия 

окружающей среды, разнообразие патогенов, влияют на развитие 

сперматозоидов, их количество, качество и функцию (Lane et al., 2014; 

Fleming et al., 2018). В свою очередь, с этими изменениями параметров 

сперматозоидов связано развитие эмбрионов и успех беременности (Lane et 

al., 2014). Важно отметить, что отцовские факторы влияют на генетический и 

эпигенетический ландшафт программирования траектории развития 

эмбриона и плода, переносимый сперматозоидами и семенной жидкостью 

(Hales, Robaire, 2001). В частности, показано, что передача эпигенетической 

информации, включая некодирующие РНК в семенной жидкости и статус 

метилирования сперматозоидов (Liu et al., 2012; Fullston et al., 2012; 2013; 

Lambrot et al., 2013; Chen et al., 2016; Sharma et al., 2016), напрямую влияет на 

траекторию развития эмбрионов после оплодотворения. Одним из ярких 

примеров такого влияния является исследование эпигенетических эффектов 

диет, различающихся по содержанию фолиевой кислоты. Содержание самцов 

на дефицитной по фолиевой кислоте диете приводило к снижению 

фертильной способности. Авторы (Lambrot et al., 2013) показали, что 

отцовская диета изменяет метилирование ДНК сперматозоидов, которое 

сочетается с негативными репродуктивными последствиями, включая 
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врожденные дефекты у потомства. Участки генома сперматозоидов, несущие 

изменения в метилировании ДНК, связаны с генами, участвующими в 

развитии хронических заболеваний. 

У людей и крупного рогатого скота искусственное оплодотворение 

очищенной спермой является успешным, а семенная жидкость не является 

необходимой для оплодотворения и становления беременности. Тем не 

менее, исследования, проведенные на мышах, показывают важность 

семенной жидкости для эмбрионального развития после оплодотворения, 

роста плода и здоровья потомков (Morgan, Watkins, 2020). Факторы семенной 

жидкости, модулирующие материнскую среду, также могут вызывать 

эпигенетические эффекты. Так, у мышей зачатие от самцов с удаленными 

семенными пузырьками вызывает снижение фертильности, нарушение 

развития эмбриона и программирование неблагоприятных последствий для 

здоровья потомства (Bromfild et al., 2014). В пометах, полученных от самцов 

с удаленными семенными пузырьками, потомство демонстрирует ожирение, 

гипертонию и пониженную толерантность к глюкозе, наиболее выраженное у 

самцов (Bromfild et al., 2014). Эти изменения сочетаются со снижением 

способности самцов стимулировать выработку самками эмбриотрофических 

цитокинов, защищающих эмбрионы от апоптоза, и неспособностью 

подавлять выработку эмбриотоксических цитокинов при беременности 

(Bromfild et al., 2014). Установлено, что эти эффекты опосредованы влиянием 

семенной плазмы на гуморальную среду материнского репродуктивного 

тракта, поскольку аналогичные результаты были получены в экспериментах 

при пересадках здоровых эмбрионов самкам-реципиентам после их 

спаривания с самцами с удаленными семенными пузырьками (Bromfild et al., 

2014). У золотистых хомячков спаривание с самцами, у которых отсутствуют 

добавочные железы и их секрет в семенной жидкости, приводило к 

нарушению эмбрионального развития, снижению фертильной способности, а 

также к изменению темпов роста и увеличению тревожности их взрослых 

потомков (Chan et al., 2001; Jiang et al., 2001; Wong et al., 2007; 2008). У 
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хомяков эти изменения сочетаются с эпигенетическим 

перепрограммированием, которое проявляется в измененной кинетике 

ацетилирования и метилирования, а также в нарушении регуляции 

экспрессии импринтированных генов Igf2 и Dlk1 в эмбриональных тканях 

(Jiang et al., 2001). Исследования на мышах показывают, что отцовское 

ожирение изменяет гормональный профиль семенной плазмы (Binder et al., 

2015), в то время как удаление белков из семенной жидкости подавляет ее 

способность стимулировать экспрессию материнских цитокинов и 

соответствующий Т‒клеточный ответ (Watkins et al., 2018). Эти данные 

подчеркивают, что изменения в составе семенной жидкости не только 

проявляются в нарушении фертильной способности самцов, но могут влиять 

на развитие плода и оказывать долгосрочное влияние на здоровье потомства. 

В последнее время появляются клинические доказательства, что ЭКО у 

человека связано с изменением исходов здоровья у детей (Hart, Norman, 

2013), и во многих отношениях этот клинический фенотип соответствует 

фенотипу потомков от самцов, лишенных жидкости семенных пузырьков 

(Bromfild et al., 2014).  В своих исследованиях Ваткинс с соавторами 

показали, что у самок мышей среда репродуктивного тракта значительно 

изменяется в ответ на сперму самцов, получавших низкобелковую диету 

(Watkins et al., 2018). На 3-й ‒ 5-й день беременности в матке самок, 

покрытых получавшими низкобелковую диету самцами, было обнаружено 

значительное снижение экспрессии TNF, IL-1β, IFN-γ, MIP-1α и CSF3, генов 

синтеза простагландинов и генов, связанных с ответами, опосредованными 

регуляторными Т-клетками (Treg), такими как Cd3e, Foxp3 и H2-Ab1. Анализ 

бластоцист, взятых у этих же самок, выявил значительное снижение 

экспрессии множества генов в центральном метаболическом регуляторном 

пути AMPK (Watkins et al., 2017). В зрелом возрасте у потомков получавших 

низкобелковую диету самцов наблюдали ожирение, гипотензию, сердечно-

сосудистую дисфункцию и пониженную толерантность к глюкозе (Watkins et 

al., 2014). Данные этих исследований показывают, что семенная жидкость 
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самцов, получавших низкобелковый рацион, вызывает недостаточный ответ 

репродуктивного тракта самки во время беременности, что, в конечном 

итоге, модулирует траекторию развития эмбриона, последующий рост плода 

и здоровье взрослого потомства. 

Таким образом, женский иммунный ответ проявляет способность 

различать и реагировать на качество семенной жидкости и завершать 

спаривание беременностью только тогда, когда семенная жидкость имеет 

достаточное качество для имплантации эмбрионов и успешной 

беременности. Воздействие мужского эякулята дает возможность особям 

женского пола оценивать репродуктивную пригодность половых партнеров и 

влиять на распределение ресурсов, вкладываемых в беременность. Этот 

механизм гарантирует оптимальные репродуктивные инвестиции самок и, 

таким образом, максимизирует приспособленность потомства и здоровье 

последующего поколения. 
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 II. Материалы и методы 

 

 

 

2.1. Животные и условия содержания 

Все эксперименты проводились в Центре генетических ресурсов 

лабораторных животных Федерального исследовательского центра 

Института цитологии и генетики СО РАН (RFMEFI61914X0005 и 

RFMEFI61914X0010). В экспериментах использовали мышей инбредных 

линий C57BL/6, BALB/c SPF-статуса в возрасте 12 ‒ 14 недель. Протоколы 

экспериментов были одобрены Комитетом по биоэтике Института цитологии 

и генетики СО РАН. Мышей содержали в контролируемой среде: 

инвертированном фотопериоде 14С:10Т, температуре 22 – 24 °C и влажности 

воздуха 40 – 50 %. В качестве подстилочного материала были использованы 

обеспыленные березовые опилки (ООО «Альбион», Новосибирск). Пищу 

(SNIFF, Германия) и воду давали ad libitum после автоклавирования (121 °С). 

Животных содержали в индивидуально вентилируемых клетках (OptiMice) 

однополыми группами по 5 особей. За пять дней до эксперимента самцы 

были рассажены по одному в отдельные клетки.  

2.2. Экспериментальные исследования 

2.2.1. Влияние антигенной стимуляции мышей разных линий на 

характеристики сперматозоидов 

Исследования выполнены на самцах инбредных линий C57BL/6 (n = 

120) и BALB/c (n = 80) в возрасте 12 ‒ 14 недель.  

Для индукции иммунного ответа самцам вводили однократно 

внутрибрюшинно (100 мкл на самца) иммуногенный белок KLH (Keyhole 

Limpet Hemocyanin, Native, MP biomedicals, USA (SRP6195)) в дозе 50 мкг / 

мышь. Контрольным самцам вводили в дозе 100 мкл физиологического 

раствора / мышь.  
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Экспериментальные группы: 

I. Контроль – внутрибрюшинная инъекция физиологического 

раствора самцам C57BL/6 (n = 60) и BALB/c (n = 40); 

II. Иммунизация – внутрибрюшинная инъекция KLH самцам 

C57BL/6 (n = 60) и BALB/c (n = 40). 

После введения физиологического раствора или KLH контрольных и 

экспериментальных животных декапитировали на 3, 9, 15, и 21 сутки 

(таблица 1). 

Таблица 1. Влияние антигенной стимуляции мышей разных линий на 

характеристики сперматозоидов (число исследованных животных) 

Линия 3 сутки 

(n = 50) 

9 сутки 

(n = 50) 

15 сутки 

(n = 50) 

21 сутки 

(n = 50) 

C57BL/6 Контроль 15 15 15 15 

KLH 15 15 15 15 

BALB/c Контроль 10 10 10 10 

KLH 10 10 10 10 

 

Для получения плазмы кровь центрифугировали при 3000 об/мин в 

течение 15 минут, плазму собирали в отдельные пробирки и хранили при 

температуре минус 80 °С до проведения анализов. Далее извлекали и 

взвешивали тимус, селезенку, препуциальные железы, семенные пузырьки, 

семенники и эпидидимисы. Эпидидимис разделяли на головку и каудальную 

части, каждую часть помещали в отдельную пробирку, содержащую 500 мкл  

(плюс 37 градусов Цельсия) раствора Хенкса (Sigma) без магния и кальция. 

Характеристики сперматозоидов: концентрация (106 

сперматозоидов/мл); морфология – размер (мкм2), средний размер головки 

(мкм2); элонгация (ширина головки / длина); показатели подвижности – 

подвижность (% подвижных со средней скоростью ≥ 30 мкм/с); VAP 

(скорость равномерного движения в мкм/с); VSL (скорость прямолинейного 

движения в мкм/с); VCL (криволинейная скорость в мкм/с); BSF (частота 
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биения хвоста в Гц); STR (прямолинейность в % VSL / VAP); LIN 

(линейность в % VSL / VCL) были исследованы при помощи 

автоматического анализатора спермы со встроенной оптической системой 

Mouse-Traxx (Hamilton Thorne, USA).  

2.2.2. Исследование влияния иммунизации самцов линии C57BL/6 

на репродуктивный успех и беременность 

Исследование выполнено на самцах (50 особей) и самках (60 особей) в 

возрасте 12 – 16 недель.  

Экспериментальные группы: 

I. Контроль – введение физиологического раствора: 

10 самцов – одиночное содержание; 

15 самцов – ссаживание каждого самца с двумя самками. 

II. Иммунизация – введение KLH: 

10 самцов – одиночное содержание; 

15 самцов – ссаживание каждого самца с двумя самками. 

На 9-ый день после введения KLH или физиологического раствора 

одиночно содержавшихся самцов декапитировали, кровь для получения 

плазмы центрифугировали при 3000 об/мин в течение 15 минут, плазму 

хранили при температуре минус 80 °С до проведения анализов. Семенные 

пузырьки взвешивали и помещали в пробирку эппендорф, содержащую 500 

мкл фосфатного буфера, гомогенизировали и центрифугировали при 4000 

об/мин в течение 20 минут, гомогенат собирали в отдельные пробирки и 

хранили при температуре минус 80 °С до проведения анализов. 

Для получения беременных самок и взрослого потомства на 9-й день 

после введения KLH или физиологического раствора к каждому самцу 

подсаживали по две случайно выбранных виргинных самки сразу же после 

выключения света (16.00 по местному времени). Самок содержали с самцами 

в течение 6 дней, этого времени достаточно для достижения каждой самкой 

эструса (Nelson et al., 1982; Byers et al., 2012) и, соответственно, 
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осуществления фертильного покрытия. На следующее утро после подсадки к 

самцу (09 ‒ 10 часов) и далее ежедневно в течение 6 дней самки были 

обследованы на наличие вагинальной пробки, как индикатора беременности. 

При обнаружении вагинальной пробки самок отсаживали в отдельные 

клетки. Непокрытых самок отсаживали от самцов через 6 дней совместного 

содержания. Через 6 дней содержания самцов с самками (на 15-й день после 

введения KLH или физиологического раствора) самцов декапитировали. 

Плазма крови, семенные пузырьки и эпидидимисы были собраны согласно 

протоколам, описанным выше. Беременность была установлена у 20-ти самок 

в контрольной группе и у 24-х ‒ в экспериментальной группе. На 16-е сутки 

беременности 9 самок из контрольной группы и 15 из экспериментальной 

группы были декапитированы. Остальные самки ‒ 11 из контрольной и 9 из 

экспериментальной группы ‒ рожали и выкармливали потомков. 

Собранную после декапитации беременных самок кровь 

центрифугировали при 3000 об/мин в течение 10 мин для получения плазмы. 

Самок вскрывали, определяли общее число плодов с учетом 

резорбировавшихся и живых плодов. 16-дневные плоды извлекали и 

взвешивали, собранную амниотическую жидкость центрифугировали при 

3000 об/мин в течение 10 мин. Полученную плазму и амниотическую 

жидкость переносили в чистые пробирки, замораживали при температуре  

минус 80 °С и хранили до проведения анализов. 

2.2.3. Исследование влияния иммунизации отцов на фенотип 

взрослых потомков 

Все самки (11 самок из контрольной группы и 9 из экспериментальной) 

успешно родили потомков. В течение суток после родов было подсчитано 

число потомков в каждом помете. Далее, на протяжении периода 

выкармливания, проводили ежедневные осмотры и фиксировали все случаи 

гибели потомков. В возрасте трёх недель потомки были взвешены и 

отсажены от матерей в отдельные клетки по 5 особей в соответствии с их 

половой принадлежностью.  
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В возрасте 14 – 15 недель каждая группа самцов – потомков 

контрольных и иммунизированных отцов, отобранных случайным образом из 

равных по величине помётов, была разделена на 2 группы:  

Группы: 

I. Потомки контрольных самцов: 

Контроль (n = 7) – внутрибрюшинная инъекция 100 мкл физиологического 

раствора; 

Иммунизация (n = 7) – внутрибрюшинная инъекция 100 мкл KLH 

II. Потомки иммунизированных самцов: 

Контроль (n = 7) – внутрибрюшинная инъекция 100 мкл физиологического 

раствора; 

Иммунизация (n = 7) – внутрибрюшинная инъекция 100 мкл KLH. 

На 9-е сутки после инъекций физиологического раствора или KLH 

животные были декапитированы, собранная кровь была центрифугирована 

при 3000 об/мин в течение 15 минут, плазма крови хранилась при 

температуре минус 80 °С до проведения исследований. Параметры 

сперматозоидов иммунизированных и контрольных самцов были 

исследованы при помощи автоматического анализатора спермы со 

встроенной оптической системой Mouse-Traxx (Hamilton Thorne, USA). 

У отдельных групп не получавших инъекций самцов, потомков 

контрольных (n = 5) и иммунизированных отцов (n = 5), исследовали 

содержание нейрометаболитов в амигдале и коре головного мозга методом 

магнитно-резонансной спектроскопии (МРС). 

2.3. Методы 

2.3.1. Магнитно-резонансная спектроскопия 

Нейрометаболиты мозга были исследованы у 5 самцов – потомков 

экспериментальных и 5 самцов – потомков контрольных отцов, по 1 самцу из 

равных по численности выводков. Содержание метаболитов определяли с 

использованием горизонтального томографа с магнитным полем 11,7 Тл 
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(Bruker, Biospec 117/16 USR, Германия) и градиентными катушками 

внутреннего диаметра 9 см (амплитуда: 750 мТ/м и скорость нарастания: 

6660 Т/м/с). Все протонные спектры головного мозга мышей были получены 

с использованием передающей объемной (500,3 МГц, диаметр 72/89 мм) и 

приемной поверхностной (500,3 МГц, размером 123 × 64 × 31 мм) 1H 

радиочастотных катушек. В данном случае мыши были обездвижены при 

использовании ингаляционного наркоза (Isoflurane; Baxter Healthcare Corp., 

Deerfield, IL) с использованием прибора Univentor 400 (Univentor, Zejtun, 

Мальта). Для поддержания температуры тела животного во время 

исследования использовали водяной контур в томографическом столике, 

температура поверхности которого составляла 30 °С. Пневматический датчик 

дыхания (SA Instruments, Stony Brook, NY) был помещен под тело, что 

позволяло контролировать глубину анестезии. Все протонные спектры 

мышиной миндалины и коры были записаны. Для правильного 

позиционирования спектроскопических вокселей (1,0 × 1,0 × 2,0 мм) методом 

RARE (rapid with relaxation enhancement) с параметрами импульсной 

последовательности TE = 11 мс, TR = 2,5 с были сняты Т2-взвешенные 

изображения высокого разрешения (толщина среза 0,5 мм, поле обзора 2,5 × 

2,5 см и размер матрицы 256 × 256 точек) амигдалы и фронтальной коры 

головного мозга мышей. Все протонные спектры получены с помощью 

пространственно-локализованной одновоксельной спектроскопии методом 

STEAM (stimulated echo acquisition mode spectroscopy) с параметрами 

импульсной последовательности TE = 3 мс, TR = 5 с и количеством 

накоплений 150. Перед каждым спектроскопическим измерением проводили 

настройку однородности магнитного поля в пределах выбранного вокселя с 

помощью методики FastMap. Подавление сигнала воды в спектрах 

осуществлялось с помощью импульса переменной мощности и 

оптимизированной задержки релаксационной последовательности (VAPOR) 

(Tkáč et al., 1999). Для обработки экспериментальных спектров 1H МРС и 

определения количественного состава метаболитов использовалась 



51 
 

оригинальная разработанная специализированная компьютерная программа, 

основанная, как и программный пакет LCModel (Provencher, 1993), на 

предположении о том, что спектр смеси известных соединений представляет 

собой линейную комбинацию спектров анализируемых компонентов. 

2.3.2. Иммунизация взрослых потомков 

Внутрибрюшинное введение KLH или физиологического раствора 

проводили согласно описанному ранее протоколу. На 9-й день после 

введения KLH или физиологического раствора, самцы были взвешены и 

декапитированы. Тимус, селезенка, препуциальные железы, семенные 

пузырьки, семенники и эпидидимисы были извлечены и взвешены. Кровь 

была собрана, центрифугирована при 3000 об/мин в течение 15 минут для 

получения плазмы. Собранную плазму переносили в чистые пробирки, 

замораживали при температуре минус 80 °C и хранили до проведения 

анализов. 

2.3.3. Определение специфических к гемоцианину 

иммуноглобулинов IgG  

Содержание в плазме крови и в семенной жидкости анти-KLH IgG 

определяли методом твердофазного иммуноферментного анализа (ELISA). В 

качестве негативного контроля использовали плазму крови контрольных 

самцов C57BL/6. 

В каждую лунку иммунологического планшета с плоским дном вносили 

по 50 мкл гемоцианина (KLH, Sigma) в концентрации 10 мг/мл в фосфатном 

буфере, инкубировали 24 часа при температуре плюс 4 °С и промывали 

фосфатным буфером с Твин-20 (в конечной концентрации 0,01 %), 

блокировали бычьим сывороточным альбумином 1% в фосфатном буфере 

(100 мкл), инкубировали 2 часа при комнатной температуре и промывали 

фосфатным буфером с Твин-20 (в конечной концентрации 0,01 %). 

Уровень IgG определяли в образцах плазмы крови иммунизированных 

животных после предварительного титрования образца плазмы, 
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пулированного от 10 иммунизированных самцов, в разведениях 1 : 100; 1 : 

200; 1 : 400; 1 : 800 и 1 : 1600. По результатам титрования было определено 

оптимальное разведение 1 : 200, которое было использовано в дальнейшем 

при определении уровня анти-KLH IgG. Уровень IgG в семенной жидкости 

проводили без разбавления образцов. Позитивную и негативную 

(контрольные самцы) плазму, разведенную в 200 раз фосфатным буфером, 

вносили по 100 мкл в лунки планшета, покрытые гемоцианином. Планшеты с 

образцами плазмы и семенной жидкости инкубировали 3 часа при 

температуре плюс 37 °С в термошейкере SkyLine (ELMI) и после инкубации 

промывали фосфатным буфером с Твин-20 (в конечной концентрации 0,01 

%) с помощью автоматического промывателя планшет Wellwash (Thermo-

Scientific).  

Вторичные биотинилированные анти-IgG (BD Biosciences), 

специфичные к IgG мыши (разведение 1 : 200), вносили по 100 мкл и 

инкубировали 1 час при температуре плюс 37 °С. После инкубации 

планшеты вновь промывали и в каждую лунку вносили по 100 мкл конъюгата 

(стрептавидин-пероксидаза 1:5000). После инкубации в течение 1 часа при 

температуре плюс 37 °С и последующей промывки в каждую лунку вносили 

по 100 мкл субстрата ABTS (Sigma-Aldrich), инкубировали при комнатной 

температуре 30 мин. Оптическую плотность раствора в лунках измеряли на 

планшетном фотометре вертикального сканирования iMark (Bio-RAD) при 

длине волны 415 нм. При статистической обработке были использованы 

значения оптической плотности (ОП). Содержание специфических к KLH 

IgG в плазме крови и семенной жидкости контрольных самцов не превышало 

значений холостых проб при всех разведениях. 

2.3.4. Исследование сперматозоидов 

В образцах головки и каудальной части эпидидимиса, находящихся в 

500 мкл раствора Хенкса (Sigma) без магния и кальция, делали 5-6 надрезов и 

помещали на 20 мин в термостат при плюс 37 °С. При помощи 

автоматического анализатора спермы Mouse-Traxx (Hamilton Thorne, USA) 
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были измерены следующие параметры сперматозоидов: концентрация (106 

сперматозоидов/мл); размер (мкм2); средний размер головки (мкм2); 

элонгация (% ширины головки сперматозоида к длине); подвижность 

(скорость подвижных сперматозоидов со средней скоростью ≥ 30 мкм/с / 

прогрессивная скорость ≥ 15 мкм/с в %); VAP скорость равномерного 

движения (мкм/с); VSL скорость прямолинейного движения (мкм/с); VCL 

криволинейная скорость (мкм/с); BSF поперечная частота биения хвоста 

(Гц); STR прямолинейность (%, VSL / VAP); LIN (линейность %, VSL / CL). 

В каждом образце было исследовано 5 полей при четырёхкратном 

увеличении. Все манипуляции проводились при температуре плюс 37 °С. 

2.3.5. Иммуноферментный анализ гормонов  

Концентрации стероидных гормонов в амниотической жидкости и 

плазме крови определяли иммуноферментным методом с использованием 

наборов «ТЕСТОСТЕРОН-ИФА» и «ПРОГЕСТЕРОН-ИФА» производства 

ООО «ХЕМА». Минимальная определяемая концентрация тестостерона 

составляла 0,087 нг/мл, а стандартное отклонение метода внутри и между 

анализами составляло 8,2 % и 5,6 % соответственно. Минимальная 

определяемая концентрация прогестерона составляла 0,15 нг/мл, а 

стандартное отклонение метода внутри и между анализами составляло 7,6 % 

и 4,3 % соответственно. Измерения выполняли без предварительной 

экстракции в соответствии с инструкцией производителя. 

2.3.6. Определение цитокинов ELISA 

Содержание TNFα в семенной жидкости определяли 

иммуноферментным методом с помощью набора Mouse TNF alpha ELISA kit 

(eBioscience, USA). Измерения выполняли в соответствии с инструкцией 

производителя. Стандартное отклонение метода внутри и между анализами 

составляло 7,4 % и 9,5 % соответственно.  

Содержание GM-CSF в амниотической жидкости определяли 

иммуноферментным методом с помощью набора Mouse GM-CSF ELISA Set 
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(BD Bioscience, USA). Измерения выполняли в соответствии с инструкцией 

производителя. Стандартное отклонение метода внутри и между анализами 

составляли 5,2 % и 3,9 % соответственно. Уровень GM-CSF в крови был 

ниже предела обнаружения. 

2.3.7. Статистическая обработка данных 

Распределение изучаемых признаков было оценено с помощью критерия 

Колмогорова – Смирнова. В зависимости от характера распределения 

применяли параметрические (нормальное распределение) или 

непараметрические (ненормальное распределение) критерии статистического 

анализа. Пороговое значение величины F-критерия для параметров 

сперматозоидов, соответствующее уровню статистической значимости p < 

0,05, было установлено исходя из числа степеней свободы (Снедекор, 1961; 

Лакин, 1968). В частности, при анализе эффектов иммунизации на показатели 

сперматозоидов (df = 1,45) величина F-критерия равнялась 4,06. Для 

выяснения статистической значимости отцовского влияния и влияния 

иммунизации на потомков использовали параметрический и 

непараметрический (тест Фридмана) двухфакторный дисперсионный анализ 

(ANOVA). Отцовское влияние на массу тела потомков было 

проанализировано с помощью ковариационного анализа (ANCOVA), где 

иммунизация отцов и пол потомства использовались в качестве факторов, а 

размер помета до отъёма в качестве ковариаты. Для средних показателей был 

использован Student t-test. Для оценки статистических различий между 

группами по концентрации тестостерона в амниотической жидкости и плазме 

крови, IgG в плазме крови и семенной жидкости и TNFα в семенной 

жидкости был использован непараметрический критерий Манна-Уитни. 

Коэффициенты корреляции Пирсона (r) рассчитывались для характеристик 

сперматозоидов и уровня тестостерона в плазме крови. Разница между 

суммой потомства от иммунизированных и контрольных отцов оценивалась с 

помощью критерия хи-квадрат (χ2). Статистическая значимость 
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рассматривалась при p < 0,05. Данные представлены как среднее значение ± 

стандартная ошибка среднего (SE). 
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III. Результаты 

 

 

 

3.1. Влияние антигенной стимуляции на характеристики 

сперматозоидов мышей разных линий 

 

3.1.1. Динамика адаптивного иммунного ответа самцов линий 

C57BL/6 и BALB/c на введение KLH 

 

Введение KLH стимулировало реакцию антителообразования, которая 

проявлялась в росте уровень анти-KLH IgG в плазме крови (рисунок 1). На 

уровень специфических анти-KLH IgG статистически значимо влияли время 

после инъекции KLH (F3,90 = 23,3; p < 0,001), линий мышей (F3,90=7,3; p = 

0,008) и взаимодействие этих факторов (F3,90 = 3,4; p = 0,02). У мышей линии 

C57BL/6 уровень анти-KLH IgG возрастал и выходил на плато через 9 дней 

после иммунизации. У линии BALB/c имел место монотонный рост уровня 

анти-KLH IgG, которая достигала максимума на 21 сутки после введения 

KLH. 

 

 

 

 

 



57 
 

 

Рисунок 1. Содержание специфических анти-KLH IgG в образцах 

плазмы крови, полученных от мышей исследуемых линий в разные сроки 

после введения KLH.  

Различия между линиями: ** ‒ p < 0,01; *** ‒ p < 0,001 (Student t-test); 

Разными буквами обозначены достоверно различающиеся значения 

средних величин (LSD тест): для C57BL/6 (A, Б); для BALB/c (a, б, в). 

 

 

Уровень тестостерона в плазме крови (таблица 2) был практически 

одинаковым у исследуемых линий мышей (эффект линии ‒ F1,101 = 0,69; p = 

0,41) и существенно не изменялся после иммунизации (эффект KLH ‒ F1,101 = 

3,79; p = 0,13). 

 

 

 

 

 

 



58 
 

Таблица 2. Уровень тестостерона (нг/мл) в плазме крови самцов 

C57BL/6 и BALB/c в разные дни после инъекций KLH и физиологического 

раствора  

 

День 

C57BL/6 BALB/c 

Контроль 

(n = 14) 

KLH  

(n = 14) 

Контроль  

(n = 10) 

KLH  

(n = 10) 

3 3,01 ± 1,81 5,21 ± 1,70 2,76 ± 1,83 6,09 ± 2,18 

9 5,14 ± 2,07 8,27 ± 1,88 2,26 ± 0,47 3,25 ± 1,64 

15 7,37 ± 2,70 4,57 ± 1,09 3,48 ± 0,41 7,23 ± 2,22 

21 5,50 ± 2,05 7,00 ± 1,62 7,40 ± 3,70 9,55 ± 3,04 

 

3.1.2. Параметры сперматозоидов в динамике иммунного ответа 

самцов линии C57BL/6 и BALB/c 

 

Результаты дисперсионного анализа влияния факторов «линия» × 

«иммунизация» × «день после иммунизации» выявили значимое влияние на 

концентрацию сперматозоидов: линии F1,175 = 98,95, p < 0,0001 и дня взятия 

образцов из каудальной части эпидидимиса F3,173 = 5,044, p < 0,002, а на 

подвижность сперматозоидов F1,173 = 52,43, p < 0,0001 и F3,173 = 12,69, p < 

0,0001 соответственно. 

 Число сперматозоидов и их подвижность были существенно выше у 

самцов линии C57BL/6 по сравнению с линией BALB/c (Таблица 3). 

Морфология (форма головки) и характеристики подвижности 

сперматозоидов также различались у исследованных линий мышей. Скорость 

равномерного движения (VAP), скорость прямолинейного движения (VSL) и 

прямолинейность (STR) были заметно выше у мышей линии C57BL/6, чем у 

линии BALB/c. Соответственно, криволинейная скорость (VCL) была выше у 

сперматозоидов самцов линии BALB/c. Такое же соотношение исследуемых 

линий имело место для показателей, отражающих перемещения головки 
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сперматозоидов: амплитуды бокового смещения головки (ALH) и 

поперечной частоты биения хвоста сперматозоидов (BCF). 

При этом размеры головки сперматозоидов самцов линии BALB/c 

превосходили таковые у сперматозоидов линии C57BL/6. В целом 

наблюдаемые межлинейные различия соответствовали данным других 

авторов (Albert, Roussel, 1984). 

Индивидуальные характеристики сперматозоидов статистически 

значимо коррелировали с уровнем тестостерона в плазме крови, но только у 

самцов линии C57BL/6 (таблица 4). При этом вариации уровня тестостерона 

положительно коррелировали со степенью элонгации головки, долей 

подвижных сперматозоидов и показателями скорости их перемещения, 

отрицательно ‒ с размерами головки и частотой биений хвостом. Вся 

совокупность статистически значимых корреляций указывает на то, что у 

линии C57BL/6 степень зрелости сперматозоидов, проявлением которой 

является большая подвижность и большая вытянутость – элонгация головки, 

находится в прямой зависимости от уровня тестостерона. 

Влияние антигенной стимуляции на число, форму и подвижность 

сперматозоидов, оцененных по общей выборке, полученной в разные сроки 

после введения KLH, было статистически не значимым (таблица 3). Но, как 

известно, иммунный и нейроэндокринный ответы развиваются во времени. 

Поэтому статистическая значимость эффектов иммунизации могла 

варьировать в зависимости от времени с момента введения KLH, что и 

демонстрирует рисунок 2, на котором показаны изменения во времени 

значений F-критерия, отражающего вклад иммунизации в варьирование 

числа, формы и подвижности сперматозоидов. Значения F-критерия 

превышали пороговый уровень статистической значимости только для двух 

показателей (концентрация и подвижность), измеренных на третьи сутки 

после инъекций KLH или физиологического раствора (рисунок 2). 
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Таблица 3. Концентрация, морфометрия, подвижность и кинематика положения сперматозоидов контрольных и 

иммунизированных самцов линий C57BL/6 и BALB/c 

 

Признаки 

C57BL/6 BALB/c ANOVA 

Контроль  

(n = 60) 

KLH  

(n = 60) 

Контроль 

 (n = 40) 

KLH 

 (n = 40) 

Линия 

F1,189                   p  

KLH 

F1,189                p 

VAP, мкм/с 39,4 ± 0,7 39,5 ± 0,7 91,2 ± 2,2 90,1 ± 2,5 1449,7         < 0,001 0,06          = 0,81 

VSL, мкм/с 24,2 ± 0,6 24,8 ± 0,6 60,5 ± 2,0 59,7 ± 2,1 731,8           < 0,001 0,001        = 0,98 

VCL, мкм/с 234,2 ± 3,4 234,3 ± 3,0 205,4 ± 4,1 201,4 ± 5,2 62,9             < 0,001 0,17           = 0,81 

ALH, мкм 12,6 ± 0,2 12,0 ± 0,3 13,2 ± 0,2 13,2 ± 0,2 13,0             < 0,001 2,80           = 0,09 

BCF, Гц 35,0 ± 0,7 35,2 ± 0,6 40,4 ± 0,4 39,9 ± 0,4 70,7              <0,001 0,02           = 0,88 

STR 58,5 ± 0,6 59,4 ± 0,6 62,2 ± 0,6 62,7 ± 0,9 25,8              < 0,001 1,28            = 0,25 

LIN 31,6 ± 0,6 32,3 ± 0,6 30,6 ± 0,6 31,1 ± 0,6 3,2                  = 0,08 1,04            = 0,31 

Элонгация 62,9 ± 0,5 62,4 ± 0,6 63,3 ± 0,4 63,1 ± 0,6 0,93                = 0,33 0,06            = 0,81 

Размер, мкм2 28,2 ± 1,0 28,3 ± 1,0 32,2 ± 1,0 32,0 ± 1,4 12,1              < 0,001 0,001          = 0,98 

Концентрация, млн/мл 16,0 ± 0,9 15,1 ± 0,7 9,2 ± 0,5 8,0 ± 0,4 92,7              < 0,001 2,03            = 0,15 

Подвижность, % 74,1 ± 1,8 72,2 ± 2,2 60,0 ± 1,9 55,7 ± 2,5 51,2              < 0,001 2,82            = 0,18 

Двухфакторный дисперсионный анализ ANOVA был использован для оценки эффектов «линии» и «иммунизации»
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Таблица 4. Ранговые корреляции (Спирмен) содержания тестостерона в 

плазме крови и характеристик сперматозоидов у мышей линий C57BL/6 и 

BALB/c 

Признаки C57BL/6 BALB/c 

VAP 0,357** -0,127 

VSL 0,290* -0,138 

VCL 0,106 -0,103 

ALH 0,008 -0,240 

BCF -0,475*** 0,081 

STR 0,138 -0,152 

LIN 0,283* -0,136 

Элонгация 0,414*** -0,174 

Размер -0,369** -0,001 

Концентрация -0,054 0,003 

Подвижность 0,414** -0,047 

* ‒ p < 0,05; **‒ p < 0,01; *** ‒ p < 0,001 
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Рисунок 2. Влияние иммунизации (F-критерий) на 

морфофункциональные характеристики сперматозоидов контрольных и 

антигенстимулированных мышей обеих линий, измеренных в разные сроки 

после введения KLH или физиологического раствора. Значения F-критерия 

получены при использовании двухфакторного дисперсионного анализа 

ANOVA с факторами «линия» и «иммунизация». Пороговое значение F1,45 

для p = 0,05 обозначено горизонтальной линией. 

 

 

 

При этом у самцов обоих линий было отмечено снижение концентрации 

и подвижности сперматозоидов в образцах, взятых через 3 дня после 

иммунизации (рисунки 3, 4). В остальные сроки различия между 

контрольными и антигенстимулированными животными были статистически 

недостоверными. 
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Рисунок 3. Динамика концентрации сперматозоидов в эпидидимисах 

мышей линий C57BL/6 and BALB/c в разные сроки после введения KLH или 

физиологического раствора. 

* ‒ p < 0,05 по сравнению с контролем (Student t-test). 

 

 

Рисунок 4. Динамика подвижности сперматозоидов в эпидидимисах 

мышей линий C57BL/6 и BALB/c в разные сроки после введения KLH или 

физиологического раствора. 

* ‒ p < 0,05 по сравнению с контролем (Student t-test).  
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3.2. Исследование влияния иммунизации самцов линии C57BL/6 

на репродуктивный успех и беременность 

 

3.2.1. Уровень Анти-KLH IgG и тестостерона у самцов линии 

C57BL/6  

 

Уровень анти-KLH IgG в плазме крови у одиночно содержащихся 

самцов линии C57BL/6 достигал максимальных величин на 9-й день после 

внутрибрюшинной инъекции KLH и далее показатели анти-KLH IgG не 

изменялись до 21-го дня (рисунок 5). Это свидетельствует о том, что самцы 

при спаривании с интактными самками между 9-м и 15-м днями после 

иммунизации находились в стабильном состоянии антителообразования.  

 

 

Рисунок 5. Динамика уровня анти-KLH IgG в плазме крови, выраженная 

как ОП. Буквы указывают на статистически значимые различия (р < 0,05) в 

соответствии с LSD-test. Время спаривания после введения KLH указано 

серой полосой. 
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Значения ОП, отражающие уровни анти-KLH IgG в плазме крови и 

семенной жидкости, не отличались у иммунизированных самцов до и после 

спаривания (рисунок 6). Уровень анти-KLH IgG в плазме крови имел 

положительную корреляцию с уровнем анти-KLH IgG в семенной жидкости 

(r = 0,54, р < 0,005, n = 25). 

 

Рисунок 6. Уровень анти-KLH IgG в плазме крови и семенной жидкости 

до и после спаривания.  

 

 

 

Непараметрический двухфакторный анализ ANOVA (тест Фридмана) 

выявил статистически значимое влияние «иммунизации» (F1,46 = 4,21, р = 

0,046), «спаривания» (F1,46 = 5,20, р = 0,027) и взаимодействия между этими 

факторами (F1,46 = 13,30, р < 0,001) на уровень тестостерона в плазме крови 

(рисунок 7). До спаривания (на 9-й день после иммунизации) уровень 

тестостерона в плазме крови иммунизированных и контрольных самцов не 

различался. После спаривания (на 15-й день после иммунизации) 

иммунизированные самцы показали более высокий уровень тестостерона в 

плазме крови по сравнению с контрольными самцами. В частности, уровень 

тестостерона в плазме после спаривания значимо увеличивался у 

иммунизированных и не изменялся у контрольных самцов (рисунок 7). 

Уровень анти-KLH IgG в семенной жидкости положительно коррелировал с 
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уровнем тестостерона в плазме крови (r = 0,56, p = 0,027, n = 15) после 

спаривания.  

 

Рисунок 7. Уровень тестостерона в плазме крови у контрольных и 

иммунизированных самцов до и после спаривания. Статистически значимые 

различия по Mann – Whitney U-test: # – p < 0,025 для сравнения 

иммунизированных и контрольных самцов после спаривания; 

* – p = 0,037 для сравнения иммунизированных самцов до и после 

спаривания. 

 

 

 

Согласно непараметрическому двухфакторному анализу ANOVA (тест 

Фридмана) на уровень TNFα в семенной жидкости «иммунизация», 

«спаривание» и взаимодействие между этими факторами не влияли (рисунок 

8).  
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Рисунок 8. Уровень TNFα в семенной жидкости у контрольных и 

иммунизированных самцов до и после спаривания.  

 

 

 

3.2.2. Влияние иммунизации самцов линии C57BL/6 на фертильную 

способность, беременность и пренатальное развитие потомков 

 

Содержание самок с самцами в течение 6-ти дней завершилось 20-ю 

фертильными спариваниями (70,0 ± 8,4 %) в группе контрольных самцов, а 

антигенстимулированные самцы совершили 24 фертильных спариваний (83,3 

± 5,0 %). Разница между этими группами не была статистически 

достоверной.  

В то же время, показатель кумулятивного роста числа потомков (плоды 

и новорожденные), рассчитанный как доля потомков, зачатых за первые два 

дня содержания самок с самцами, значимо различался между контрольной и 

экспериментальной группами (рисунок 9A). В частности, доля потомков, 

зачатых за этот период совместного содержания самок с самцами, в 

контрольной группе составила 55,4 ± 4,1 %, а в экспериментальной группе ‒ 

только 35,8 ± 3,6 % (t = 3,6, df = 322, р < 0,001, Student’s t-test). В 

последующие – с третьего по шестой – дни эти пропорции стали 

противоположными: 44,6 ± 4,1 % в контрольной группе и 64,2 ± 3,6 % в 
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группе иммунизированных самцов (t = 3,6, df = 322, p < 0,001, Student’s t-test) 

(рисунок 9В).  

С точки зрения абсолютных чисел количество потомков, произведенных 

в первые два дня, достоверно не различалось у контрольных и 

антигенстимулированных самцов (рисунок 9Б). В период с третьего по 

шестой день содержания с самками иммунизированные самцы зачали больше 

потомства, чем контрольные самцы (χ2 = 6,04, р = 0,014) (рисунок 9В).  

 

Рисунок 9. Репродуктивный успех контрольных и иммунизированных 

самцов при спаривании с интактными самками. 

А ‒ Кумулятивная кривая, отражающая доли потомков, зачатых 

контрольными или иммунизированными самцами в разное время от момента 

спаривания с двумя интактными самками. Время после введения KLH или 

физиологического раствора указано над осью х. Student’s t-test (df = 322): *** 

‒ p < 0,001 для сравнения контрольных и иммунизированных самцов.  

Б, В ‒ круговые диаграммы, показывающие количество живых плодов 

(сумма потомков), зачатых контрольными или иммунизированными самцами 

на первом (1 ‒ 2 дни) (Б) и втором (3 ‒ 6 дни) (В) этапе спаривания. 

Количество плодов, полученных от контрольных и иммунизированных 

самцов, не различалось (χ2 = 1,38, р = 0,24) в первые два дня. В последующие 

‒ с третьего по шестой – дни иммунизированные самцы зачали больше 

потомков, чем контрольные самцы (χ2 = 6,04, р = 0,014). 
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Кроме того, иммунизированные самцы, которые успешно 

оплодотворили двух самок, имели более высокий уровень анти-KLH IgG в 

плазме крови и семенной жидкости, чем самцы, которые оплодотворили 

только одну самку (таблица 5). В результате общее количество потомков, 

зачатых иммунизированными самцами, достоверно коррелировало с уровнем 

анти-KLH IgG в семенной жидкости (r = 0,67, р = 0,006, n = 15) и почти 

достоверно коррелировало с уровнем анти-KLH IgG в плазме крови (r = 0,44, 

p = 0,098, n = 15). Уровень TNFα в семенной жидкости не различалась у 

самцов, которые спаривались с одной или двумя самками (таблица 5). 

 

Таблица 5. Различия в иммунном ответе на введение KLH самцам, 

которые успешно оплодотворили одну или две самки  

Признаки 

Число самок 
Mann-

Whitney test Одна (n = 6) 

Mean ± SE 

Две (n = 9) 

Mean ± SE 

Уровень анти-KLH IgG в плазме 

крови, OП 
0,52 ± 0,17 1,23 ± 0,18 p = 0,021* 

Уровень анти-KLH IgG в семенной 

жидкости, OП 
0,22 ± 0,03 0,45 ± 0,07 p = 0,011* 

Уровень TNFα в семенной жидкости, 

пг/мл 
18,96 ± 9,49 68,16 ± 46,36 NS 

* – р < 0,05, NS – не достоверно 

 

Кроме того, следует отметить, что до спаривания с самками уровень 

тестостерона в плазме крови контрольных и иммунизированных самцов 

значимо не различался (Таблица 6). Совместное содержание и спаривание 

самцов с самками сопровождалось достоверным ростом уровня тестостерона 

только у иммунизированных самцов.  
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Таблица 6. Уровень тестостерона в плазме крови самцов при одиночном 

и совместном с самками содержании 

Группы Одиночное 

содержание 

Содержание 

с самками 

Student t-test 

Контроль 4,0 ± 0,96 (n = 10) 2,2 ± 0,98 (n = 15) t = 1,3, df = 23, p < 0,2 

Иммунизация 3,4 ± 1,84 (n = 10) 9,9 ± 1,76 (n = 15) t = 2,48, df = 23, p < 0,02 

Student t-test t = 0,3, df = 18,  

p < 0,76 

t = 3,86, df = 28,  

p < 0,001 

 

 

На 16 сутки беременности среднее число живых плодов, вынашиваемых 

одной самкой, составившее в контрольной и в экспериментальной группах 

7,78 ± 0,36 и 7,92 ± 0,26 соответственно, а также такие признаки 

эмбрионального развития как масса плодов, вес плацент и фетоплацентарный 

индекс достоверно не различались между исследованными группами 

(рисунок 10).  

 

 

Рисунок 10. Массы плодов, массы плацент и фетоплацентарный индекс 

на 16-й день беременности у самок, спаренных с контрольными или 

иммунизированными самцами.  

 

 

 

Тем не менее, индивидуальные различия в иммунных реакциях самцов 

на инъекцию KLH коррелировали с массой плаценты ‒ для анти-KLH IgG в 
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плазме крови (r = 0,28, p = 0,004) и для анти-KLH IgG в семенной жидкости 

(r = 0,22, p = 0,02) (n = 108), и с фетоплацентарным индексом (r = -0,21, p = 

0,03) ‒ для анти-KLH IgG в плазме крови (n = 108). 

Уровни прогестерона и тестостерона в плазме крови были одинаковыми 

в группах беременных самок, вынашивающих потомков иммунизированных 

и контрольных самцов. Уровни прогестерона и GM-CSF в амниотической 

жидкости (рисунок 11) также значимо не различались между группами. В то 

же время уровень амниотического тестостерона был выше у самок, 

вынашивающих потомков антигенстимулированных самцов, по сравнению с 

самками, покрытых контрольными самцами (рисунок 11). 

 

 

Рисунок 11. Уровни прогестерона, тестостерона и гранулоцитарно-

макрофагального колониестимулирующего фактора (GM-CSF) в 

амниотической жидкости на 16-й день беременности у самок, покрытых 

контрольными или иммунизированными самцами.  

Mann–Whitney U-test: * – p = 0,035, указывает на различия в уровне 

тестостерона в амниотической жидкости. 

 



72 
 

3.2. Влияние иммунизации самцов линии C57BL/6 на 

постнатальное развитие и фенотип взрослых потомков 

 

3.3.1. Влияние иммунизации самцов линии C57BL/6 на 

постнатальное развитие потомков 

 

Среднее число новорожденных, оцененное в течение суток после родов, 

было приблизительно одинаковым у самок, спаренных с контрольными (7,80 

± 0,55) и иммунизированными (7,44 ± 0,34) самцами (рисунок 12). Однако, 

процент потомков, погибших за период выкармливания, был значительно 

выше у самок, спаренных с контрольными самцами (39,74 ± 5,54 %) по 

сравнению с таковым у самок, спаренных с иммунизированными самцами 

(17,90 ± 4,68 %) (t = 2,31, df = 143, р < 0,05, (Student t-test)). Эти различия 

были обусловлены сочетанием двух эффектов, в том числе отказом самок от 

выкармливания, который был обнаружен у 3-х самок из контрольной группы 

и одной самки из группы KLH, и гибелью новорождённых, которая составила 

16,1 ± 4,9 % в контрольной группе против 8,1 ± 3,6 % в экспериментальной 

группе. Наблюдаемая в нашем исследовании суммарная постнатальная 

гибель потомков была сопоставима с данными других исследований мышей 

линии C57BL/6 (Cooper et al., 2007; Whitaker et al., 2009; Weber et al., 2013).  

Размер помёта при достижении потомками 3-х недельного возраста 

также не различался и составлял 6,71 ± 0,86 и 6,88 ± 0,35 в контрольной и 

экспериментальной группе соответственно. Масса тела потомков при отъёме 

от матерей (3-недельный возраст) была выше в контрольной группе по 

сравнению с экспериментальной (рисунок 12). Поскольку размер помёта 

непосредственно перед отъёмом отрицательно коррелировал с массой тела 

потомков в 3-недельном возрасте (r = -0,59, р < 0,001, n = 102), для оценки 

статистической значимости между группами использовался статистический 

анализ ANCOVA. При этом с «размером помёта» в качестве ковариаты было 

выявлено достоверное влияние иммунного статуса отцов (контроль / KLH) на 
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массу тела потомков (F1,97 = 38,88, р <0,001). Эффекты «пола потомков» (F1,97 

= 0,12, р = 0,66) и взаимодействие факторов «пол ‒ группа» (F1,97 = 0,09, р = 

0,77) были статистически недостоверными. Поэтому данные по массе тела 

потомков обоих полов были объединены (рисунок 12).  

 

 

Рисунок 12. Размер помёта, постнатальная гибель и масса потомков.  

А ‒ Размер помета при рождении. 

Б ‒ Процент потомков, умерших за период от рождения до отъёма от 

матерей. Student t-test (df = 143), ** – p < 0,01 для сравнения групп самок, 

спаренных с иммунизированными и контрольными самцами. 

В ‒ Статистически значимые различия между группами (потомки 

контрольных и иммунизированных отцов), # – р < 0,001 по данным ANCOVA 

с группой и полом в качестве факторов и числом потомков в качестве 

ковариаты (F1,97 = 38,88, р < 0,001). 

 

 

 

Следует отметить, что в тех помётах, в которых были зарегистрированы 

частичные потери потомков, масса тела выкормленных потомков была 

значительно выше (9,58 ± 0,23, n = 27), чем в пометах без потерь в течение 

подсосного периода (8,12 ± 0,12, n = 75). Статистическая значимость этих 

различий была подтверждена трехфакторным дисперсионным анализом 

ANOVA, в котором F-критерий имел следующие значения: для 
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коэффициента успешности выкармливания (полный помёт или неполный 

помёт) ‒ F1,94 = 30,18, р < 0,001; экспериментальная группа (контроль / KLH) 

‒ F1,94 = 24,92, р < 0,001, а F-критерий для пола потомства был статистически 

недостоверным. Эти результаты показывают, что на массу тела в период 

выкармливания значимо влияет только наличие в помёте погибших в 

подсосный период потомков и иммунный статус их отцов. В целом, масса 

потомков при завершении подсосного периода была ниже у потомков 

иммунизированных KLH отцов по сравнению с потомками контрольной 

группы. 
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3.3. Влияние иммунизации самцов линии C57BL/6 на фенотип 

взрослых потомков 

 

3.4.1. Спектры нейрометаболитов в амигдале и коре головного мозга 

у самцов потомков контрольных и иммунизированных отцов 

 

Нейрометаболиты в структурах головного мозга, играющих ключевую 

роль в формировании эмоциональных реакций (амигдала) и в осуществлении 

высшей нервной деятельности (кора головного мозга), исследовались 

методом магнитно-резонансной спектроскопии (рисунки 13 А, Б). Анализ 

спектра нейрометаболитов амигдалы взрослых самцов показал, что самцы, 

потомки иммунизированных отцов, имели более низкие уровни гамма-

аминомасляной кислоты (ГАМК), аланина, креатина и фосфокреатина по 

сравнению с самцами потомками контрольных отцов (рисунок 14). Напротив, 

уровни глутамата и глутамина в амигдале были значительно выше у 

потомков иммунизированных отцов, по сравнению с таковыми у потомков 

отцов контрольной группы (рисунок 14 А). Кроме того, наши результаты 

указывают на значительный сдвиг в соотношении тормозных (ГАМК) и 

возбуждающих (глутамат и глутамин) нейрометаболитов, который составил 

12,81 ± 2,78 у потомков контрольных отцов и 0,34 ± 0,19 у потомков 

антигенстимулированных отцов (t = 3,95, df = 8, p = 0,005, Student’s t-test). В 

отличие от амигдалы профиль нейрометаболитов в коре головного мозга был 

одинаковым у потомков из обеих групп (рисунок 14 Б). 
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Рисунок 13. in vivo магнитно-резонансная спектроскопия (МРС) 

структур головного мозга мыши. 

А ‒ Область регистрации спектра при проведении МРС; 

Б ‒ пример получаемого спектра. 
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Рисунок 14. Содержание нейрометаболитов в амигдале и коре головного мозга потомков контрольных и 

иммунизированных самцов. 

Относительные уровни нейрометаболитов (% от общего числа) в амигдале (А) и в коре головного мозга (Б) у 

взрослых потомков контрольных и иммунизированных отцов. 

 * ‒ p < 0,05 при сравнении потомков контрольных и иммунизированных отцов, Student t-test (df = 8). 
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3.4.2. Иммунитет самцов, потомков контрольных и 

иммунизированных отцов 

 

Массу тела и индексы масс основных иммунокомпетентных органов 

(тимуса и селезенки) измеряли в обеих группах взрослых самцов потомков 

контрольных и иммунизированных отцов, получавших инъекции 

физиологического раствора или KLH. Результаты двухфакторного 

дисперсионного анализа ANOVA (таблица 6) показали, что ни иммунизация 

отцов (группы потомков), ни иммунизация самцов, потомков контрольных и 

иммунизированных отцов, не имели статистически значимого влияния на 

массу тела. Масса тела в возрасте 12 – 14 недель была 23,4 ± 0,5 г в 

контрольной группе (n = 14) и 23,1 ± 0,5 г в группе KLH (n = 14). В то же 

время, взрослые самцы, потомки иммунизированных отцов, имели более 

высокие индексы масс тимуса и селезенки, по сравнению потомками 

контрольных отцов (таблица 7). 

 

Таблица 6. Двухфакторный дисперсионный анализ (ANOVA) влияния 

группы потомков (контроль / KLH отцов) и иммунизации потомков на массу 

тела, показатели массы иммунокомпетентных органов и индексы масс 

иммунокомпетентных органов  

Признаки 

Группы потомков 

(контрольные/KLH 

отцы) 

Иммунизация 

потомков 

Группа × 

иммунизация 

F1,24 p F1,24 p F1,24 p 

Масса тела 0,286 0,598 0,333 0,569 0,286 0,598 

Масса тимуса 10,252 0,004*** 0,180 0,674 0,876 0,359 

Индекс массы тимуса 11,038 0,003*** 0,020 0,888 0,588 0,450 

Масса селезенки 3,965 0,059 0,367 0,550 0,686 0,416 

Индекс массы селезенки 10,211 0,004*** 0,010 0,921 0,927 0,345 

*** – р < 0,01 
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Таблица 7. Масса тела, индексы массы и массы иммунокомпетентных 

органов у потомков контрольных и иммунизированных отцов 

 

Признаки 

Потомки контрольных отцов  Потомки иммунизированных 

отцов 

Контроль  

(n = 7) 

Mean ± SE 

KLH  

(n = 7) 

Mean ± SE 

Контроль 

 (n = 7) 

Mean ± SE 

KLH  

(n = 7) 

Mean ± SE 

Масса тела, г 23,41 ± 0,66 23,44 ± 0,80 22,70 ± 0,60 23,44 ± 0,60 

Масса тимуса, мг 37,29 ± 2,67 35,71 ± 4,00 44,25 ± 3,03 48,44 ± 2,34 

Индекс массы 

тимуса, мг/г  
1,60 ± 0,14А 1,52 ± 0,17А 1,95 ± 0,12Б 2,07 ± 0,10Б 

Масса селезенки, 

мг 
61,29 ± 3,81 59,54 ± 4,45 64,14 ± 1,88 68,93 ± 3,30 

Индекс массы 

селезенки, мг/г 
2,61 ± 0,12А 2,52 ± 0,13А 2,83 ± 0,05Б 2,93 ± 0,07Б 

Разными буквами (А и Б) обозначены достоверно различающиеся 

значения (LSD test, p < 0,05). 

 

Поскольку эффекты иммунизации потомства и взаимодействие 

факторов «группа - потомство» × «иммунизация» были незначительными, 

данные значений индексов масс иммунокомпетентных органов у потомков 

контрольных и иммунизированных отцов были объединены (рисунок 15 А).  

Несмотря на больший размер тимуса и селезенки потомки контрольных 

и иммунизированных отцов показало одинаковый уровень анти-KLH IgG, 

которые были определены в образцах плазмы крови через 9 дней после 

инъекции KLH (рисунок 15 Б). 
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Рисунок 15. Массовые показатели иммунокомпетентных органов у 

взрослых потомков контрольных и иммунизированных самцов и иммунный 

ответ потомков. 

А ‒ индексы масс (мг/г) тимуса и селезенки у потомков 

иммунизированных и контрольных отцов. Двухфакторный дисперсионный 

анализ (ANOVA) выявил значимое влияние группы потомков (F1,24 = 11,038, 

р = 0,003) на индексы масс тимуса и селезенки. Так как не было выявлено 

значительного влияния иммунизации потомков и взаимодействия факторов 

«группа» – «иммунизация» (Таблица 7), данные индексов масс тимуса и 

селезенки контрольных и иммунизированных потомков были объединены. 

Student’s t-test, * – p < 0,01 для различий между потомками контрольных и 

иммунизированных отцов. 

Б ‒ уровень анти-KLH IgG в плазме крови, выраженная как ОП, у 

потомков контрольных и иммунизированных отцов, после введения KLH. 
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3.4.3. Влияние иммунизации потомков контрольных и 

иммунизированных самцов на уровень тестостерона, массы 

андрогензависимых органов и характеристики сперматозоидов 

 

Двухфакторный дисперсионный анализ (ANOVA) показал существенное 

влияние группы потомков (контрольные / KLH отцы) на индексы масс 

андрогензависимых органов и размер препуциальных желез (таблица 8), 

которые у потомков иммунизированных отцов имели большую массу, по 

сравнению с потомками контрольных отцов (Student t-test df = 26, p < 0,05) 

(рисунок 16, таблица 9). Иммунизация потомков контрольных и 

иммунизированных отцов, а также взаимодействие факторов «иммунизация 

отцов» ‒ «иммунизация потомков» не влияли на массу андрогензависимых 

органов. 

 

 

Рисунок 16. Индексы масс (мг/г) андрогензависимых органов у 

потомков контрольных и иммунизированных отцов.  

Student’s t-test * – p < 0,01 для различий между потомками контрольных 

и иммунизированных отцов.  
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Таблица 8. Двухфакторный дисперсионный анализ (ANOVA) влияния «группы потомков» (контроль / KLH отцы) и 

«иммунизации потомков» на массу тела и индексы масс андрогензависимых органов 

Признаки 

Группы потомков 

(контрольные/KLH отцы) 

Иммунизация потомков Группа × иммунизация 

F1,24 p F1,24 p F1,24 p 

Масса семенников 0,115 0,738 0,896 0,353 0,111 0,741 

Индекс массы семенников 0,764 0,391 0,187 0,669 0,927 0,345 

Масса эпидидимисов 0,105 0,748 0,874 0,359 0,999 0,328 

Индекс массы эпидидимисов 0,009 0,927 0,515 0,480 1,892 0,182 

Масса препуциальных желез 2,817 0,106 0,002 0,963 0,876 0,359 

Индекс массы препуциальных желез 4,335 0,048* 0,090 0,767 1,589 0,220 

Масса семенных пузырьков 1,164 0,291 0,626 0,436 0,157 0,696 

Индекс массы препуциальных желез 2,357 0,138 0,136 0,715 0,624 0,437 

* – p < 0,05 (ANOVA) 
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Таблица 9. Масса тела и индексы масс андрогензависимых органов у потомков контрольных и иммунизированных 

отцов 

 

Признаки 

Потомки  

контрольных отцов  
Потомки иммунизированных отцов 

Контроль (n = 7) 

Mean ± SE 

KLH (n = 7) 

Mean ± SE 

Контроль (n = 7) 

Mean ± SE 

KLH (n = 7) 

Mean ± SE 

Масса тела, г 23,41 ± 0,66 23,44 ± 0,80 22,70 ± 0,60 23,44 ± 0,60 

Масса семенников, мг 177,2 ± 5,5 184,1 ± 4,6 180,9 ± 6,07 184,2 ± 5,09 

Индекс массы семенников, мг/г 7,60 ± 0,28 7,88 ± 0,18 7,97 ± 0,18 7,86 ± 0,14 

Масса эпидидимисов, мг 36,07 ± 1,35 40,37 ± 3,98 37,57 ± 1,19 37,43 ± 0,82 

Индекс массы эпидидимисов, мг/г 1,55 ± 0,06 1,72 ± 0,15 1,65 ± 0,02 1,60 ± 0,02 

Масса препуциальных желез, мг 65,21 ± 3,98 68,50 ± 4,46 74,87 ± 3,14 71,24 ± 2,99 

Индекс массы препуциальных желез, мг/г  2,78 ± 0,14А 2,93 ± 0,18АБ 3,30 ± 0,10Б 3,06 ± 0,17АБ 

Масса семенных пузырьков, мг 205,6 ± 9,21 215,0 ± 8,09 217,3 ± 7,18 220,4 ± 7,11 

Индекс массы семенных пузырьков, мг/г 8,81 ± 0,41 9,19 ± 0,27 9,58 ± 0,24 9,44 ± 0,37 

А, Б выделены достоверно различающиеся значения (LSD test, p < 0,05) 
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Этот результат согласуется с различиями по уровню тестостерона в 

плазме крови, который был значительно выше у потомков 

иммунизированных отцов (18,9 ± 3,4 нг / мл), чем у потомков контрольных 

отцов (7,7 ± 2,6 нг/мл) (Z = 2,78, р = 0,016, Mann – Whitney U-test). На 

вариации тестостерона после введения потомкам контрольных и 

иммунизированных самцов физиологического раствора или KLH значимо 

влияли факторы «группа потомков» (контроль/KLH) (F1,24 = 7,725, р = 0,010), 

а также взаимодействие факторов «группа потомков» × «иммунизация» (F1,24 

= 6,116, р = 0,021) (ANOVA – тест Фридмана).  Иммунизация потомков 

контрольных отцов привела к значительному снижению уровня тестостерона 

(Z = 2,04, р = 0,04, Mann – Whitney U-test), в то время как после иммунизации 

потомков иммунизированных отцов наблюдалась тенденция к её увеличению 

(рисунок 17). В целом, после иммунизации уровень тестостерона у потомков 

иммунизированных отцов был выше, чем у потомков контрольных отцов. 

 

Рисунок 17. Уровень тестостерона в плазме крови потомков 

контрольных и иммунизированных отцов. # ‒ р = 0,04, * ‒ р < 0,05 (Mann–

Whitney U-test). 
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Результаты исследования показателей сперматозоидов показали, что 

групповая принадлежность (контроль / KLH) не влияла на концентрацию, 

морфологию, подвижность и кинематику направлений движения 

сперматозоидов у потомков (таблица 10). Эти группы имели сходные 

характеристики морфологии, количества и подвижности сперматозоидов 

(рисунок 18).  

 

 

Рисунок 18. Характеристики сперматозоидов потомков контрольных и 

иммунизированных самцов. 

А ‒ средний размер и форма (элонгация) головки сперматозоидов у 

потомков контрольных и иммунизированных отцов до и после их 

иммунизации. 

Б ‒ концентрация и % подвижных сперматозоидов в каудальном отделе 

эпидидимиса. 

 

 

Следует отметить, что разнонаправленные изменения уровня 

тестостерона на 9-й день после введения KLH потомкам иммунизированных 
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и контрольных отцов (рисунок 17) оказали некоторое влияние на скоростные 

характеристики VAP (скорость равномерного движения) и VSL (скорость 

прямолинейного движения) сперматозоидов. Эти показатели были ниже у 

потомков контрольных отцов и незначительно увеличены у потомков 

иммунизированных отцов после введения KLH (рисунок 19). Двухфакторный 

дисперсионный анализ (ANOVA) показал статистическую значимость 

влияния взаимодействия факторов «группа потомства» и «иммунизация» на 

VAP и VSL (таблица 10). Анализ корреляций между уровнем тестостерона в 

плазме крови и характеристиками сперматозоидов подтвердил зависимость 

показателей концентрации и скоростных VAP и VSL характеристик 

сперматозоидов от уровня тестостерона в крови (таблица 11). В целом 

спаривание самок с иммунизированными самцами не влияло на морфологию 

и концентрацию сперматозоидов у потомков, но модулировало скоростные 

характеристики сперматозоидов после введения KLH этим потомкам. 

 



87 
 

Таблица 10. Двухфакторный дисперсионный анализ (ANOVA) влияния «группы потомков» (контроль / KLH отцы) 

и «иммунизации потомков» на характеристики сперматозоидов 

Признаки 

Группа потомков  

(Контроль / KLH отцы) 
Иммунизация потомков Группа потомков × Иммунизация 

F1,24 p F1,24 p F1,24 p 

Размер 0,381 0,543 0,590 0,450 1,753 0,198 

Элонгация 0,038 0,846 1,087 0,307 0,010 0,920 

Концентрация сперматозоидов 0,474 0,498 0,218 0,644 0,421 0,523 

Процент подвижных 

сперматозоидов 
0,240 0,629 1,804 0,191 0,085 0,773 

VAP 0,000 0,998 0,040 0,843 4,085 0,050* 

VSL 0,224 0,640 0,262 0,613 4,075 0,050* 

VCL 0,073 0,789 0,439 0,514 2,236 0,149 

BCF 0,031 0,862 0,975 0,333 1,298 0,266 

STR 1,476 0,236 0,001 0,971 0,049 0,826 

LIN 0,543 0,468 0,377 0,545 0,966 0,335 

* – р < 0,05 
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Рисунок 19. Скоростные характеристики сперматозоидов потомков 

контрольных и иммунизированных потомков. ANOVA * – p < 0,01.
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Таблица 11. Корреляция характеристик сперматозоидов с уровнем 

тестостерона в плазме крови у самцов потомков  

Признаки r p 

Размер головки сперматозоидов 0,262 NS 

Элонгация головки сперматозоидов 
0,028 NS 

Концентрация сперматозоидов 
0,423 0,025* 

Процент подвижных сперматозоидов 
0,102 NS 

VAP 0,386 0,042* 

VSL 0,503 0,006** 

VCL 0,294 NS 

BSF -0,037 NS 

STR 0,279 NS 

LIN 0,402 0,034* 

* – р < 0,05, ** – р < 0,01, NS – недостоверно 

 

В целом, результаты исследования показали, что спаривание самок с 

иммунизированными самцами оказывает модулирующее влияние на 

фенотипические признаки потомков, в том числе на нейрометаболизм и 

иммунно-эндокринное реагирование на антигенную стимуляцию. 
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IV. Обсуждение 

 

 

 

В качестве наиболее частой причины подавления мужской фертильности 

рассматриваются хронические воспалительные процессы в репродуктивных 

органах, обусловленные активацией провоспалительного звена иммунного 

ответа на бактериальные и вирусные инфекции. Однако провоспалительный 

ответ является неотъемлемой частью иммунного реагирования на любые 

антигены, в том числе и на нереплицируемые, которые широко используются 

в качестве вакцин и адъювантов. В нашем исследовании мы использовали 

экспериментальную модель системной активации иммунитета 

иммуногенным белком KLH, который применяют в качестве адъюванта, для 

исследования влияния нереплицируемых антигенов на количественные и 

качественные показатели сперматозоидов и андрогенную функцию 

семенников. В серии исследований, выполненных (Мошкин и др., 2010; 

Герлинская, 2012; Gerlinskaya et al., 2012; 2017; 2020) на мышах линий 

C57BL/6, BALB/c и CD-1 показано, что негативное влияние иммунизации 

самцов KLH на их фертильную способность проявляется только на 

начальной стадии иммунного ответа. Результаты наших исследований 

показали, что, несмотря на межлинейные различия параметров 

сперматозоидов и динамики иммунного ответа на введение KLH у C57BL/6 и 

BALB/c, антигенная стимуляция вызывала у этих линий мышей 

однонаправленное снижение концентрации и подвижности сперматозоидов в 

каудальном отделе эпидидимиса. Значимое влияние иммунизации на 

показатели сперматозоидов наблюдалось только на 3-и сутки, то есть на 

самой ранней стадии антителообразования. Эффект иммунизации варьировал 

в зависимости от сроков взятия образцов, что вполне ожидаемо, исходя из 

данных литературы об иммунных и эндокринных процессах, 

развертывающихся на разных стадиях иммунного ответа на чужеродный 
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антиген (Karp et al., 1993; Abolins et al., 2011). В опытах на мышах 

установлено, что в первые трое суток после введения KLH активируются T 

лимфоциты и растет концентрация в крови ряда провоспалительных 

цитокинов (Kojima et al., 2013; Zhong et al., 2016). Кроме того, 

многочисленные исследования демонстрируют негативное влияние 

провоспалительных цитокинов на количество сперматозоидов в каудальном 

отделе эпидидимисов самцов мышей и крыс (Abu et al., 2008; Collodel et al., 

2015; Wang et al., 2019). Например, введение крысам линии Wistar грамм-

отрицательных (LPS) и грамм-положительных (LTA) бактериальных 

эндотоксинов сопровождается быстрым, через 6 часов, увеличением 

экспрессии провоспалительных цитокинов и их снижением в тканях 

каудального отдела эпидидимиса через 24 часа после инъекций (Silva et al., 

2018). Кроме того, эти авторы показали снижение количества и увеличении 

времени прохождения сперматозоидов от проксимального в дистальный 

отдел эпидидимиса в течение 7-и дней после инъекций LPS и LTA. Это 

хорошо согласуется с нашими результатами, показывающими достоверное 

снижение доли подвижных сперматозоидов в каудальном отделе 

эпидидимиса, и показывает, что снижение фертильности самцов в течение 2-

х суток после иммунизации KLH может быть связано с изменением 

содержания провоспалительных цитокинов в семенной жидкости 

(Gerlinskaya et al., 2020). 

Тестостерон является основным андрогеном, секретируемым клетками 

Лейдига в семенниках. В семенниках тестостерон действует на клетки 

Сертоли, экспрессирующие тестостероновый рецептор. Кондиционный 

нокаут тестостеронового рецептора в клетках Сертоли у мышей нарушает 

иммунную привилегированность семенников за счет нарушения целостности 

гематотестикулярного барьера (Meng et al., 2011). В совокупности андрогены 

способствуют поддержанию иммунной привилегированности семенников, 

подавляют местные провоспалительные иммунные ответы и системную 

толерантность к антиспермальному иммуноглобулину. В нашем 
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исследовании мы обнаружили, что индивидуальные значения уровня 

тестостерона в плазме крови у самцов C57BL/6 положительно коррелировали 

с описывающими траекторию движения параметрами сперматозоидов, 

отрицательно – с элонгацией головки и частотой биения хвоста. При этом 

системная активация иммунитета иммуногенным белком KLH не влияла на 

уровни тестостерона в плазме крови в динамике иммунного ответа и, как 

следствие, наблюдаемое изменение уровня и подвижности сперматозоидов 

нельзя объяснить влиянием тестостерона. Можно предположить, что 

наблюдаемое через 3-е суток после иммунизации снижение уровня и 

подвижности сперматозоидов может быть обусловлено косвенным 

негативным влиянием факторов воспаления на сперматогенез, протекающий 

в семенниках. Эта гипотеза подтверждается тем, что специфическая 

чувствительность к медиаторам воспаления наиболее выражена на стадии 

выхода элонгирующих сперматид из семенного эпителия (Siu, Cheng, 2004; 

Nagaosa et al., 2009). Хорошо известные рецепторы TLR4, TLR2 (толл-

подобные рецепторы) и рецептор пептидогликана экспрессированы в сперме 

человека и мыши (Fujita et al., 2011). Показано, что присутствующие на 

мембранах сперматозоидов TLR могут распознавать не только 

бактериальные эндотоксины, но и другие антигены, в число которых входит 

и KLH. Активированные TLR снижают подвижность сперматозоидов, 

вызывают апоптоз сперматозоидов и значительно снижают возможность 

оплодотворения. 

С другой стороны, активация механизмов иммунной защиты, 

индуцированная введением ЛПС, сопровождается массовым притоком 

иммунных клеток в интерстициальное пространство семенников и 

повышенной экспрессией провоспалительных медиаторов (IL-1, IL-6, TNF𝛼, 

MCP-1, IL-12), рецепторы к которым экспрессированы на сперматозоидах на 

протяжении всех стадий их постмейотического развития (Bhushan et al., 

2011). При этом IL-1 и IL-6 относятся к числу главных факторов, 

нарушающих сперматогенез на стадии образования ранних сперматид 
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(Collodel et al., 2011). Следовательно, вовлеченные в сперматогенез клетки 

постоянно подвергаются воздействию иммунных факторов (Chen et al., 2016). 

Эти воспалительные реакции оказывают только кратковременное негативное 

влияние на функции семенников, сперматогенез и стероидогенез, нарушение 

гематотестикулярного барьера, индукцию апоптоза половых клеток и потерю 

подвижности сперматозоидов (O’Bryan et al., 2000; 2005; Sarkar et al., 2011). 

Поскольку в эпидидимисе идет постоянное транзиторное замещение зрелых 

сперматозоидов незрелыми, поступающими из семенников, то вполне 

вероятно, что кратковременная активация системного иммунитета вызывает 

аналогичную временную реакцию в семенниках и это может обеспечивать 

долговременное влияние на репродуктивную функцию самцов и фенотип их 

потомства. В некоторых исследованиях показано, что однократная доза ЛПС 

вызывает у мышей долговременное, до 5 недель, повреждение структуры 

семенников, подавление сперматогенеза, снижение мейотического индекса, 

инфильтрацию иммунных клеток в интерстициальное пространство и 

концентрацию сперматозоидов в каудальной части эпидидимисов (Jafari et 

al., 2018; Wang et al., 2019). 

Результаты исследования эффектов активации системного иммунитета 

путем однократного введения KLH свидетельствуют о том, что иммунизация 

самцов до спаривания модулирует их репродуктивные характеристики. В 

частности, мы отметили отчетливую динамику показателя совокупного 

репродуктивного выхода у иммунизированных отцов. За первые 2 дня 

спаривания иммунизированные самцы произвели меньше потомков по 

сравнению с контрольными самцами, но в последующие дни они превзошли 

показатели последних. Снижение фертильной способности 

иммунизированных KLH самцов не может быть объяснено негативным 

влиянием активации провоспалительного ответа на параметры 

сперматозоидов. Во-первых, результаты нашего исследования показали, что 

снижение концентрации и подвижности сперматозоидов наблюдается только 

на самой ранней стадии антителообразования. Кроме того, данные 
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литературы показывают, что повышенная экспрессия провоспалительных 

цитокинов после однократной инъекции LPS или гликопротеинов снижается 

до присущего контрольным животным уровня в течение 24 – 144 часов 

(Rokade et al., 2021). Изначально низкий репродуктивный выход не может 

быть объяснен качеством сперматозоидов, поскольку снижение их 

концентрации и подвижности у одиночно содержавшихся самцов отмечалось 

только на 3 день после инъекции KLH. Результаты, полученные в нашем 

исследовании, хорошо согласуются с ранее опубликованными данными 

которые показывают, что контрольные мыши превосходят за первые трое 

суток (4 – 7-е сутки после иммунизации) по числу зачатых плодов KLH 

антигенстимулированных самцов. Эти различия сочетались со снижением в 

это время запаховой привлекательности антигенстимулированных самцов 

(Moshkin et al., 2010; Gerlinskaya et al., 2012).  

Установленное в нашем исследовании увеличение репродуктивной 

эффективности иммунизированных самцов на более поздних сроках 

содержания самок с самцами соответствовало повышению уровня 

тестостерона в плазме крови самцов, спаривавшихся с самками. Так же 

уровень тестостерона у иммунизированных самцов положительно 

коррелировал с гуморальным иммунным ответом и, в частности, с уровнем 

анти-KLH IgG в семенной жидкости. Наличие гематотестикулярного и 

гематоэпидидимального барьеров, препятствующих проникновению 

высокомолекулярных соединений в репродуктивные органы самцов, не 

обеспечивает абсолютную непроницаемость для антигенов и IgG. 

Установлено, что специфические к нереплицируемым и реплицируемым 

антигенам IgG проникают в галлерову сеть, образующую эфферентные 

канальцы семенников, переходящих в головку эпидидимиса, а также в 

семенные пузырьки (Johnson, Setchell, 1968; Knee et al., 2005; Li Xingyuan et 

al., 2020). Иммуноглобулины IgG также в большом количестве обнаружены в 

жидкости дистального конца эпидидимального протока, добавочных железах 

и клетках сперматозоидов у кроликов (Yan et al., 2016). Точная роль и 
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механизм действия иммуноглобулинов G на сперматозоиды не определены, 

но предполагается, что они могут играть важную роль в защите 

сперматозоидов от негативного действия антиспермальных аутоантител, 

облегчать взаимодействие с яйцеклетками и, как следствие, повышать их 

фертильную способность. Кроме того, уровень специфических 

иммуноглобулинов G, обнаруживаемых в семенной жидкости, положительно 

коррелирует с уровнем IgG в плазме крови (Pillay et al., 2019). Показано, что 

иммуноглобулины модулируют цитокиновый состав семенной жидкости и 

обуславливают множественное влияние семенной жидкости на иммунный и 

эндокринный состав внутренней среды репродуктивного тракта женского 

организма, опосредуя тем самым успех имплантации, рост и развитие 

эмбрионов (Chaouat et al., 2007; Rametse et al., 2018; Robertson et al., 2018; 

Maslennikova et al., 2019). Эти данные позволяют нам высказать 

предположение, что появление в семенной жидкости однократно 

иммунизированных самцов анти-KLH IgG может влиять на течение 

беременности у покрытых ими самок. Действительно, у самок, 

вынашивающих потомков иммунизированных самцов, уровень тестостерона 

в амниотической жидкости был выше, чем у самок контрольной группы. 

Поэтому увеличение тестостерона в амниотической жидкости может быть 

одним из факторов, определяющих снижение смертности новорожденных во 

время выкармливания и уменьшение массы тела потомков при отъеме от 

матерей. Следует отметить, что в помётах с частичной потерей потомков 

масса тела остальных потомков была значительно выше, чем в пометах без 

потерь, и, следовательно, смертность новорожденных не была связана с 

дефицитом лактации.  Вместе это указывает на то, что передача отцовских 

антигенных стимулов, о чём свидетельствует уровень анти-KLH IgG в 

семенной жидкости, может оказывать положительное влияние на 

беременность и выкармливание потомков. Изменения в клеточном и 

гуморальном составе семенной жидкости иммунизированных отцов также 

могут быть причиной наблюдаемых эффектов (Schjenken, Robertson, 2015). 



96 
 

В дополнение к репродуктивному результату однократная иммунизация 

отцов модулировала фенотип их взрослых потомков. Это проявилось в 

изменениях нейрометаболического профиля амигдалы, размеров иммунных 

органов, уровня тестостерона в плазме крови и характеристиках 

сперматозоидов у потомков. Отцовское влияние на метаболизм мозга было 

обнаружено только в амигдале. Исследование спектра нейрометаболитов в 

амигдале выявило значимое преобладание возбуждающих 

(глутамат/глутамин) нейромедиаторов над тормозными (ГАМК) у самцов, 

потомков иммунизированных отцов. Преобладание возбуждающих 

нейромедиаторов в амигдале может быть связано с увеличенным, по 

сравнению с потомками контрольных самцов, уровнем тестостерона у 

самцов, потомков иммунизированных отцов. Действительно, мыши с 

нокаутом гена глутаматного рецептора подтипа 7 характеризуются более 

низким уровнем тестостерона в крови по сравнению с мышами дикого типа 

(Masugi-Tokita et al., 2018). Аналогично, пренатальный тестостерон в 

амниотической жидкости влияет на развитие амигдалы, что было показано 

как в экспериментальных, так и в клинических исследованиях (Kerchner et al., 

1995; Lombardo et al., 2012; Heany et al., 2016). Авторы (Hu et al., 2015) 

установили, что увеличение уровня тестостерона в крови беременных самок 

крыс линии Wistar, вызванное подкожными инъекциями тестостерона в 

период беременности, сопровождалось значимым снижением экспрессии 

рецептора тормозного нейромедиатора ГАМК у взрослых потомков 

мужского пола. У этих же потомков в амигдале было отмечено снижение 

уровня рецепторов к тестостерону. Действие андрогенов на структуры мозга 

может осуществляться семейством рецепторов андрогена и эстрогена, 

которые экспрессируются в амигдале плодов и зрелых особей (Sarkey et al., 

2008; Filová et al., 2013, Cisternas et al., 2015). Наблюдаемый в амигдале сдвиг 

в соотношении возбуждающих и тормозных нейромедиаторов в пользу 

возбуждающих может модулировать социальное поведение потомков 

мужского пола иммунизированных отцов, включая сексуальную активность 
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и способность доминировать в социальной конкуренции с другими самцами 

(Watanabe, Yamamoto, 2015; Dulka et al., 2018). 

Отцовское влияние на функцию половых желез потомков было наиболее 

очевидным при антигенной стимуляции. Инъекция KLH вызывала снижение 

уровня тестостерона в плазме крови у потомков контрольных отцов, тогда 

как у потомков отцов, стимулированных антигеном, наблюдалась 

противоположная тенденция. Различия в тестостероновом ответе на 

антигенную стимуляцию в исследованных группах потомков были 

параллельны изменениями скоростных характеристик и траекторий 

движения сперматозоидов. Эти данные соответствуют наблюдениям других 

исследователей (Guvvala et al., 2016, Dardmeh et al., 2017). Таким образом, 

полученные результаты позволяют заключить, что взрослые потомки 

антигенстимулированных отцов способны поддерживать высокий уровень 

андрогенов после иммунизации и при этом сохранять кинематические 

характеристики сперматозоидов при антигенном заражении. Наконец, более 

высокий уровень тестостерона в плазме крови и возбуждающих 

нейромедиаторов в амигдале может способствовать повышению социальной 

конкурентоспособности потомков иммунизированных отцов (Tzanoulinou et 

al., 2014; Adams, Rosenkranz, 2016). Это говорит о том, что при увеличении 

антигенной нагрузки в окружающей среде потомки иммунизированных 

отцов могут эффективно распределять свой ресурсный потенциал между 

потребностями, обеспечивающими поддержание иммунитета и 

воспроизводства. Изменения в фенотипе потомков иммунизированных отцов 

можно объяснить либо эпигенетической модификацией мужских гамет, либо 

передачей отцовских сигналов через семенную жидкость, либо и тем и 

другим. Действительно, время, когда иммунизированные самцы спаривались 

с самками в данном исследовании (9–15 дней после иммунизации), совпадает 

со временем выхода сперматозоидов в галлерову сеть семенников, где уже 

появляются специфические IgG и начинается процесс созревания 

сперматозоидов (Khil et al., 2004; Knee et al., 2005). Созревание 
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сперматозоидов включает массовую замену гистоновых белков на 

протамины в отцовском геноме, и на этот процесс могут оказывать влияние 

иммунные факторы галлеровой сети эпидидимисов отца (Hazzouri et al., 2000; 

Morinière et al., 2009; Shirakata et al., 2014). Аналогично, клеточный и 

гуморальный состав семенной жидкости, который непосредственно 

модулирует женский репродуктивный тракт, вероятно, реагирует на 

иммунные факторы в составе семенной жидкости (Collodel et al., 2015; 

Robertson, Sharkey, 2016). Значение семенной жидкости в определении пре- и 

постнатального фенотипа было убедительно показано в экспериментах по 

удалению семенных пузырьков. Удаление семенных пузырьков приводит к 

снижению фертильности, гипертрофии плаценты и метаболическим 

нарушениям в основном у потомков мужского пола (Bromfield et al., 2014). 

Кроме того, отцовский опыт поражения в социальных конфликтах передается 

потомкам только посредством естественного, но не экстракорпорального 

оплодотворения (Dietz et al., 2011). Соответственно, результаты наших 

исследований показали значимую корреляцию между массой плацент и 

уровнем анти-KLH IgG в плазме крови и семенной жидкости. Все эти данные 

подтверждают ключевую роль семенной жидкости в передаче отцовского 

опыта следующему поколению, хотя этот факт не исключает влияния 

эпигенетических сигналов отца. 

Отцовский эффект со стороны матери может быть реализован через 

изменения в иммунной и эндокринной поддержке беременности. Мы 

обнаружили, что уровень амниотического тестостерона был выше у 

беременных самок, спаренных с иммунизированными самцами. 

Амниотический тестостерон играет важную роль в программировании 

фенотипа потомков (Sarkar et al., 2008). В частности, показано, что самцы, 

подвергшиеся воздействию андрогенов в период беременности, имели 

повышенный уровень циркулирующего тестостерона в течение взрослой 

жизни (More et al., 2016). Это согласуется с наблюдаемыми в нашем 

исследовании различиями уровня тестостерона в плазме крови у потомков 
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контрольных и иммунизированных отцов. Изменение уровня тестостерона в 

период пренатального развития может также влиять на структуры 

развивающегося мозга, в том числе и амигдалы (Kerchner et al., 1995; 

Lombardo et al., 2012). В частности, уровень пренатального тестостерона 

подавляет экспрессию рецепторов ГАМК в амигдале (Hu et al., 2015). 

Следовательно, наблюдаемое в нашем исследовании изменение баланса в 

соотношении возбуждающих / тормозных нейромедиаторов в амигдале 

потомков иммунизированных самцов может быть объяснено воздействием 

амниотического тестостерона, уровень которого был выше у самок, 

вынашивающих потомков иммунизированных KLH самцов. 

В работах других исследователей широко обсуждается адаптивная 

значимость передачи отцовского опыта потомкам (Dietz et al., 2011; Dias, 

Ressler, 2014; Rodgers et al., 2013, 2015). В рамках теории жизненного цикла 

это подразумевает адаптацию потомства к преобладающим условиям, с 

которыми сталкиваются их отцы. Таким образом, следуя этой логике, имеет 

смысл рассматривать иммунно-репродуктивный компромисс, наблюдаемый 

у потомков иммунизированных отцов, как часть их адаптивной стратегии. 

Несмотря на то, что потомки иммунизированных отцов имели более высокие 

индексы масс тимуса и селезенки, их гуморальный ответ на KLH 

существенно не отличался от контроля. Однако у этих же потомков 

сохранялся высокий уровень тестостерона после иммунизации KLH. 

Другими словами, потомки иммунизированных отцов способны одинаково 

поддерживать наряду с иммунитетом и репродуктивный потенциал в 

условиях усиления антигенного давления, в то время как потомки 

контрольных отцов снижают свой репродуктивный успех. 
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Заключение 

 

 

 

Суммируя полученные результаты, можно заключить, что отцовский 

опыт, обусловленный активацией системного иммунитета нереплицируемым 

антигеном KLH, влияет на программу развития потомков. Реализация этого 

влияния прослеживается на всех этапах процесса воспроизводства. 

Активация системного иммунитета, вызванная иммунизацией самцов KLH, 

сопровождается снижением концентрации и подвижности сперматозоидов в 

каудальном отделе эпидидимиса на начальном этапе антителообразования. 

Иммунизация самцов KLH, вопреки ожиданию, не только не подавляла их 

фертильную способность, но и увеличивала репродуктивный успех покрытых 

ими самок на 3 – 6 сутки совместного содержания, который сочетался со 

значимым увеличением содержания тестостерона в крови только у 

иммунизированных самцов. Этот результат хорошо согласуется с данными 

полученными ранее (Герлинская и др., 2012; Gerlinskaya et al., 2012) и 

показывает, что спаривание самок с антигенстимулированными брачным 

партнером в период максимального антителообразования может оказывать 

положительное влияние на репродуктивный успех и, как следствие, 

способствовать стабильному существованию вида в условиях паразитарного 

давления. 

Влияние отцовских факторов на фенотип потомков может 

реализовываться путем прямого влияния состава семенной жидкости на 

иммунное и эндокринное поддержание беременности, внутриутробное 

развитие потомков и физиологические механизмы формирования 

материнских качеств. Наши результаты показывают, что эффекты 

однократной системной активации иммунитета отцов отмечаются уже в 

период внутриутробного вынашивания их потомков. Эти эффекты 

проявляются в увеличении уровня тестостерона в амниотической жидкости. 
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Кроме того, в период выкармливания в пометах иммунизированных самцов 

отмечена меньшая, чем у контрольных потомков, смертность. В 

совокупности это указывает, что передача отцовских антигенных стимулов, о 

чём свидетельствует содержание анти-KLH IgG в семенной жидкости, 

положительно влияет на беременность и обеспеченность необходимыми 

ресурсами при молочном вскармливании. 

Наряду с репродуктивной значимостью, результаты нашего 

исследования впервые показали, что однократная иммунизация новым KLH 

антигеном самцов до спаривания с самками модулирует фенотип их 

взрослого потомства. Наши результаты показали, что потомство 

иммунизированных KLH отцов имело более высокие индексы массы тимуса 

и селезенки, а их гуморальный ответ на KLH существенно не отличался от 

контроля. Однако, в отличие от контроля, потомство иммунизированных 

отцов сохраняло высокие уровни тестостерона после антигенного заражения 

KLH. Иными словами, потомство иммунизированных отцов 

продемонстрировало способность в равной степени поддерживать как 

иммунные, так и андрогензависимые признаки, в то время как потомки 

контрольных отцов снижают свои репродуктивные возможности в ответ на 

антигенную стимуляцию. 

Структуры головного мозга играют ключевую роль в оценке 

окружающей среды и в запуске адекватных физиологических и 

поведенческих реакций на потенциально неблагоприятные и опасные 

факторы. Нарушения иммунных и эндокринных регуляций в период 

беременности могут приводить к риску развития расстройств аутистического 

спектра. Результаты данного исследования показывают, что иммунизация 

отцов затрагивает профиль нейрометаболитов в головном мозге их потомков. 

В амигдале потомков иммунизированных самцов соотношение 

возбуждающих и тормозных нейрометаболитов было сдвинуто в сторону 

возбуждающих нейрометаболитов по сравнению с контролем. Как следствие, 

преобладание возбуждающих нейрометаболитов в амигдале может 
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способствовать проявлениям аутистического спектра поведения у самцов, 

потомков иммунизированных отцов, включая сексуальные и социальные 

формы поведения. 

В целом, полученные результаты позволяют заключить, что потомство 

иммунизированных отцов способно в равной степени поддерживать как 

иммунную, так и репродуктивную функции под давлением новых антигенов, 

в то время как у потомства контрольных отцов в этих условиях подавляется 

андрогенная функция гонад. 

Выводы 

 

 

 

1. Системная активация специфического иммунитета 

нереплицируемым антигеном оказывает влияние на качественные и 

количественные характеристики сперматозоидов, а степень этого влияния 

зависит от фазы иммунного ответа. 

2. Антигенная иммуностимуляция самцов влияет на половые 

взаимодействия с самками и сдвигает фертильные покрытия на более 

поздние сроки после подсадки самок, а в период максимального 

антителообразования изменяется состав семенной жидкости, в которой 

обнаруживаются анти-KLH IgG. 

3. В период беременности иммунный статус покрывших самок 

самцов влияет только на уровень амниотического тестостерона и его 

значения значимо выше в амниотической жидкости самок, вынашивающих 

потомков иммунизированных самцов. 

4. Спаривание самок с иммунизированными самцами не влияет на 

размер помёта, но снижает смертность потомков в подсосный период и массу 

тела потомков в возрасте 3-х недель. 
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5. Иммунизация отцов оказывает модулирующее влияние на 

фенотип сыновей, потомков первого поколения. Наши результаты показали 

значимое влияние иммунного статуса отцов на профиль нейрометаболитов в 

амигдале и значительный сдвиг в соотношении тормозных (ГАМК) и 

возбуждающих (глутамат и глутамин) нейромедиаторов.  

6. Самцы, потомки иммунизированных и контрольных отцов, 

демонстрируют разнонаправленный тестостероновый ответ на иммунизацию 

KLH, который сочетается с соответствующими изменениями скоростных 

характеристик сперматозоидов. 

7. Самцы, потомки иммунизированных отцов, способны в равной 

степени поддерживать как иммунную, так и репродуктивную функции под 

давлением новых антигенов, в то время как у потомства контрольных отцов в 

этих условиях подавляется андрогенная функция гонад. 
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Список сокращений 

 

 

 

АР – андрогенный рецептор; 

ГАМК – гамма-аминомасляная кислота; 

ГТБ – гематотестикулярный барьер; 

ГЭБ – гематоэпидидимальный барьер; 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота; 

ЛПС – липополисахарид;  

ОП – оптическая плотность; 

РНК – рибонуклеиновая кислота; 

ЭБ – эритроциты барана; 

ACV-A – активин А; 

AJ – апикальные закрепляющие соединения; 

BSF – поперечная частота биения хвоста сперматозоидов (Гц);  

CSF – колониестимулирующий фактор; 

EGF – эпидермальный фактор роста; 

GM-CSF – гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий 

фактор; 

IgG ‒ иммуноглобулин G; 

IL – интерлейкин; 

INF – интерферон; 

IRF3 – регуляторный фактор интерферона 3; 

KLH – keyhole limpet hemocyanin, гемоцианин; 

LIF – лейкемия-ингибирующий фактор; 

LIN – линейность (%, VSL/CL); 

MAPK – митоген активированная протеинкиназа; 

МРС – магнитно-резонансная спектроскопия; 
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MCP-1 – моноцитарный хемотаксический белок-1; 

NFkB – ядерный фактор Каппа B; 

NO – оксид азота; 

NOS2 – синтаза оксида азота 2; 

NS – недостоверно; 

SE – стандартное отклонение; 

STR – прямолинейность (%, VSL/VAP);  

TGF-β – трансформирующий фактор роста бета; 

TJ – плотные соединения; 

TLR – толл-подобные рецепторы; 

TNF α – фактор некроза опухоли альфа; 

TRAIL – цитокин семейства факторов некроза опухоли, лиганд, вызывающий 

апоптоз; 

VAP – скорость равномерного движения (мкм/с);  

VCL – криволинейная скорость (мкм/с);  

VEGF – васкулярно-эндотелиальный ростовой фактор; 

VSL – скорость прямолинейного движения (мкм/с). 

 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A6%D0%B8%D1%82%D0%BE%D0%BA%D0%B8%D0%BD
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A4%D0%B0%D0%BA%D1%82%D0%BE%D1%80%D1%8B_%D0%BD%D0%B5%D0%BA%D1%80%D0%BE%D0%B7%D0%B0_%D0%BE%D0%BF%D1%83%D1%85%D0%BE%D0%BB%D0%B8
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D0%BF%D0%BE%D0%BF%D1%82%D0%BE%D0%B7
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