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Е.А. Пономаренко, О.В. Макарова, А.М. Косырева, М.В. Кондашевская, 
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Введение. Для изучения биохимических и молекулярно-биологических механизмов процессов сперма-
тогенеза в норме и при его нарушениях необходимо получить изолированные клетки сперматогенного 
эпителия разных стадий дифференцировки. Клетки сперматогенного эпителия соединены между собой 
плотными контактами и цитоплазматическими мостиками, разрушение которых позволяет получить 
суспензию клеток. Для разделения клеток используют ряд методов, включая механический и фермен-
тативные. Состав, концентрация ферментов и время воздействия, применяющиеся разными авторами, 
широко варьируют. Тем не менее работы по сравнительной оценке эффективности методов выделения 
клеток сперматогенного эпителия в литературе отсутствуют. 
Цель исследования: проведение сравнительного анализа эффективности механического и ферментативных 
методов выделения клеток сперматогенного эпителия у мышей и определение оптимального способа.
Материалы и методы. В работе использованы самцы половозрелых мышей линии С57BL/6. Клетки 
выделяли в соответствии с протоколами ферментативных методов по M.L. Meistrich (n=10 – число се-
менников), Н.Н. Мушкамбарову (n=8) – с использованием ферментов коллагеназы, трипсина, ДНКазы 
в разных концентрациях, T.G. Pretlow (n=12) – с использованием фермента проназы, Y. Wang (n=8) – с 
применением фермента гиалуронидазы и механического метода по D. Lam (n=8). Оценивали количество 
полученных клеток на 1 мг ткани семенника, их жизнеспособность и наличие симпластов (реагрегатов). 
Результаты. При использовании разных ферментов, включая проназу, после выделения клеток сперма-
тогенного эпителия и через сутки хранения суспензии клеток в культуральной среде при температуре 
+4°С получено большое количество клеток сперматогенного эпителия, и их жизнеспособность составила 
87–91%. При механическом методе выделения клеток сперматогенного эпителия количество получен-
ных клеток было большим, но наблюдали их низкую жизнеспособность и прогрессирующую гибель 
в течение суток. 
Заключение. По результатам сравнительного анализа оптимальным для выделения клеток сперматогенного 
эпителия является метод с проназой Е. Он позволяет получить достаточное количество жизнеспособных 
клеток с небольшим числом симпластов.
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Introduction. To study the biochemical and molecular-biological mechanisms of spermatogenesis in the normal 
condition and after its violations, it is necessary to obtain isolated spermatogenic cells of different stages of 
differentiation. Spermatogenic cells are interconnected by tight contacts and cytoplasmic bridges, the destruc-
tion of which allows to obtain a suspension of cells. A number of methods are used to separate cells, including 

метоДы
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Введение
Клетки сперматогенного эпителия разных стадий 

дифференцировки имеют характерные цитологические 
признаки. Они отличаются по диаметру, площади попе-
речного сечения, плотности, что позволяет проводить 
их выделение [1]. Получение клеток сперматогенного 
эпителия разных стадий дифференцировки необходимо 
для изучения биохимических и молекулярно-биологи-
ческих механизмов процессов сперматогенеза в норме 
и при его нарушениях [1–3]. Клетки сперматогенного 
эпителия разделяют путем центрифугирования в гра-
диенте плотности фиколла, перкола, ренографина, 
глицерина, в STU-PUT системе при 1g (седиментация 
под действием гравитации) и с помощью сортера кле-
ток [2–5]. 

Важным подготовительным этапом к разделению 
клеток является их выделение из семенников. Клетки 
сперматогенного эпителия дифференцируются в соста-
ве клонов, где они связаны между собой и с клетками 
Сертоли с помощью цитоплазматических мостиков. 
Между клетками сперматогенного эпителия также на-
блюдают плотные контакты, щелевые и десмосомные 
межклеточные соединения [6, 7]. Вследствие указан-
ных особенностей строения сперматогенного эпителия 
выделение клеток из семенников имеет ряд трудностей. 
Так, при получении суспензии клеток не только нару-
шаются межклеточные соединения, но и происходит 
повреждение клеток со снижением их жизнеспособно-
сти. Нарушение цитоплазматических мостиков может 
приводить к последующему слиянию (реагрегации) 
клеток в суспензии с образованием симпластов, кото-

рые осаждаются быстрее и препятствуют эффектив-
ному разделению клеток [1]. Все эти проблемы при-
вели к появлению разных методов выделения клеток 
сперматогенного эпителия, включая механический 
и ферментативные. Состав, концентрация ферментов 
и время воздействия, использующиеся разными авто-
рами, варьируют [1, 2, 4–6, 8–10]. 

Тем не менее сравнительный анализ методов вы-
деления клеток сперматогенного эпителия, предло-
женных разными авторами, включая механическое [3] 
и ферментативные [4, 6, 8, 9], не проводили. 

Цель работы – проведение сравнительного анализа 
эффективности механического и ферментативных ме-
тодов выделения клеток сперматогенного эпителия у 
мышей и определение оптимального способа.

Материалы и методы
При исследовании использовали самцов мышей 

линии С57BL/6 массой тела 24–28 граммов (питом-
ник «Столбовая» НЦБМТ ФМБА России). В работе с 
экспериментальными животными руководствовались 
приказом Минздрава СССР № 755 от 12.08.1977 и Ев-
ропейской конвенцией о защите позвоночных живот-
ных, используемых для экспериментов или в других 
научных целях (Страсбург, 18 марта 1986 года). Живот-
ных выводили из эксперимента методом цервикальной 
дислокации под эфирным наркозом. Проводили забор 
семенников для дальнейшего выделения клеток спер-
матогенного эпителия.

Для получения суспензии клеток сперматогенеза 
нами были выбраны метод механического разделения 

mechanic and enzymatic ones. The composition, concentration of enzymes, and exposure times used by vari-
ous authors vary widely. However, there are no works about a comparative assessment of the effectiveness of 
methods for isolated spermatogenic cells in the literature. The aim is conduction of a comparative analysis of 
the effectiveness of mechanic and enzymatic methods of spermatogenic cells isolation in mice and determine 
the optimal method.
Materials and methods. We used male adult C57Bl/6 mice. Cells were isolated in accordance with the protocols 
of enzymatic methods: according to M.L. Meistrich (the number of testes is 10 (n=10), N.N. Mushkambarov 
(n=8) – with using collagenase, trypsin, DNase in different concentrations, T.G. Pretlow (n=12) – with using 
pronase, Y.Wang (n=8) – with using the enzyme hyaluronidase; and the mechanic method according to D.Lam 
(n=8). The number of cells obtained per 1 mg of testis tissue, their viability and the presence of symplasts 
(reaggregates) were evaluated.
Results. A large number of spermatogenic cells were obtained and their viability was 87–91% by using various 
enzymes after isolation of spermatogenic cells, including pronase, and following 24 hours of storage of cell sus-
pension in a culture medium at 4°C. Using of the mechanic isolation method, the number of obtained epithelial 
cells was big, but their viability was low and progressive death were observed during the day.
Conclusion. According to the results of the comparative analysis, the optimal method for isolation of spermato-
genic cells is the enzymatic method with pronase E . It allows to get a high quantity of viable cells with a small 
number of symplasts.
Key words: seminiferous epithelium, spermatocytes, spermatids, isolation methods
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клеток по D. Lam [3] (количество семенников в груп-
пе: n=8) и методы ферментативной обработки: с при-
менением ферментов коллагеназы, трипсина, ДНКазы 
по M.L. Meistrich [4] (n=10), по Н.Н. Мушкамбарову с 
соавт. [6] (n=8), гиалуронидазы по Y. Wang [9] (n=8), 
проназы Е по T.G. Pretlow [8] (n=12). 

Сравнительную оценку методов выделения кле-
ток осуществляли в соответствии с рекомендациями 
Н.Н. Мушкамбарова (1982) и M.L. Meistrich (1977) по 
количеству клеток, полученных из 1 мг ткани семенни-
ка мыши, жизнеспособности клеток и выраженности 
реагрегации [6, 11]. 

Механическое выделение клеток
Выделение клеток из семенников проводили по 

D. Lam и Р.Я. Фрешни [3, 12]. Семенные канальцы 
рассекали на фрагменты 3–5 мм и последовательно 
пропускали их через клеточное сито с диаметром пор 
100 мкм, а затем 70 мкм. Клетки хранили в культураль-
ной среде DMEM с 25 mM HEPES и 4,5 г/л глюкозы 
(«Панэко», Россия) c 10% FCS (Fetal Calf Serum, PAA 
laboratories GmbH, Австрия) в течение суток при тем-
пературе +4°С.

Ферментативное выделение клеток
Метод M.L. Meistrich [4] заключался в рассечении 

канальцев семенников на фрагменты около 0,2 мм. 
С учетом того, что это трудоемкий процесс, мы моди-
фицировали методику M.L. Meistrich [4] и сделали ее 
более щадящей. Семенники освобождали от белочной 
оболочки, затем одним блоком семенные канальцы пе-
реносили в раствор коллагеназы IV типа (Worthington 
Biochemical Corporation, США) – 0,16 мг/мл, в тече-
ние 20 минут инкубировали при температуре +37°С 
в СО2-инкубаторе. Далее канальцы переносили в DPBS 
(раствор Дюльбекко) и ресуспендировали. После трех-
кратного отмывания в DPBS фрагменты семенных ка-
нальцев осаждали в течение 2 минут. Надосадок уда-
ляли, проводили дополнительное рассечение тканевых 
фрагментов и добавляли 5 мл предварительно подо-
гретого до 37°С 0,25% трипсина («Панэко», Россия) 
и 40 мкг/мл ДНКазы (AppliChem, Германия), инкуби-
ровали в CO2-инкубаторе 8 минут. Суспензию клеток 
и остатки семенных канальцев пропускали через кле-
точное сито (диаметр пор 100 мкм) и добавляли 10 мл 
DPBS с 0,1% глюкозой и 5 mM DNA (2-naphthol-6,8-
disulfonic acid, dipotassium salt, TCI, Япония)). По дан-
ным M.L. Meistrich [11], при использовании DNA жиз-
неспособность клеток повышалась на 35%, и в итоге 
она составила 98%. Тем не менее после применения 
DNA автор отмечал разрушение акросом, потерю ци-
топлазмы, жгутиков и мембран в продолговатых спер-
матидах. Полученную суспензию клеток мы центрифу-
гировали при 320 g в течение 10 минут. Супернатант 
удаляли и к осадку добавляли среду DMEM с 25 mM 
HEPES и 4,5 г/л глюкозы («Панэко», Россия) c 10% FCS 
(PAA laboratories GmbH, Австрия), клетки ресуспен-

дировали и хранили при температуре +4°С в течение  
суток.

При выделении клеток семенников по Y. Wang [9] 
нами были изменены состав ферментов и их концентра-
ция. На первом этапе выделения использовалась кол-
лагеназа IV типа (Worthington Biochemical Corporation, 
США) в концентрации 0,16 мг/мл, а на втором – 1mM 
раствор EDТА для связывания ионов кальция и гиалу-
ронидаза (Sigma, США) – 0,02 мг/мл – для разрушения 
межклеточных соединений.

Метод выделения по Н.Н. Мушкамбарову [6], при-
меняемый нами, не отличался от авторского. Были 
использованы растворы ферментов: 0,16 мг/мл колла-
геназа типа IV (Worthington Biochemical Corporation, 
США), (20 минут, 33°С), 2,5 мг/мл трипсин («Панэко», 
Россия) и 0,002 мг/мл ДНКаза (AppliChem, Германия) 
(8 минут, 33°С).

При ферментативном выделении клеток спермато-
генного эпителия по T.G. Pretlow [8] вместо трипсина 
использовали фермент проназу Е. Выполняли забор 
семенников, помещали их в культуральную среду 199 
(«Панэко», Россия) при температуре +4°С. Делали не-
большой надрез белочной оболочки семенника и из-
влекали извитые семенные канальцы одним блоком.

Семенные канальцы помещали в раствор DMEM 
с 25 mM HEPES и 4,5 г/л глюкозы («Панэко», Рос-
сия), 0,16 мг/мл коллагеназы типа IV (Worthington 
Biochemical Corporation, США), 5% фетальной сыво-
ротки – FCS (PAA laboratories GmbH, Австрия) и ин-
кубировали 20 минут при температуре +37°С в СО2-
инкубаторе. Раствор коллагеназы позволяет разобщить 
канальцы и удалить интерстициальные клетки [13]. 
После инкубации с раствором коллагеназы семенные 
канальцы единым блоком переносили в раствор DPBS, 
без Ca2+, Mg2+ («Панэко», Россия), 0,5% FCS и бережно 
пипетировали, используя наконечник с широким про-
светом. После оседания семенных канальцев суперна-
тант, содержащий интерстициальные клетки и клетки 
канальцев, удаляли. Процедуру повторяли 2–3 раза.

Затем семенные канальцы переносили в инкубаци-
онную среду следующего состава: DMEM с 25 mM 
HEPES, 4,5 г/л глюкозы («Панэко», Россия), 0,05% 
проназы Е (Sigma, США, ), 20µг ДНКазы (AppliChem, 
Германия). Семенные канальцы инкубировали в тече-
ние 10 минут при температуре +37°С, затем осторожно 
пипетировали. 

Следует отметить, что проназа Е активируется 
в присутствии ионов магния и кальция (DMEM со-
держит ионы магния) и инактивируется хелатными 
соединениями (EDTA) или при отмывании клеток раст-
ворами, не содержащими Ca2+, Mg2+ (DPBS). 

Суспензию клеток и остатки семенных канальцев 
пропускали через клеточное сито с диаметром пор 
100 мкм с помощью поршня шприца с резиновым 
покрытием. Суспензию клеток переносили в пробир-
ку и добавляли 10 мл DPBS с 0,1% глюкозы, 5 mM 
DNA (2-naphthol-6,8-disulfonic acid, dipotassium salt, 
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TCI, Япония), 0,5% FCS. Центрифугировали при 
320 g 10 минут при 4°С. Клетки помещали в среду 
DMEM с 25 mM HEPES и 4,5 г/л глюкозы с 10% FCS, 
20 мкг/мл гентамицина и 2 мМ глютамина («Панэко»,  
Россия). 

После выделения клеток сперматогенного эпителия 
и через сутки после хранения суспензии определяли 
абсолютное количество половых клеток на 1 мг тка-
ни семенника, их жизнеспособность и выраженность 
реагрегации.

Оценку жизнеспособности выделенных половых 
клеток проводили по методу Шрека [14]. К 200 мкл три-
панового синего (0,1% раствор на дистиллированной 
воде) («Биохиммак», Россия) и 200 мкл эозина (0,1% 
раствор на 2xPBS) («Биохиммак», Россия) добавляли 
суспензию клеток в объеме 100 мкл. При выделении 
клеток сперматогенного эпителия по T.G. Pretlow [8] 
оценку жизнеспособности проводили не только по ме-
тоду Шрека, но и с использованием эозина и пропидий 
йодида.

Оценку жизнеспособности клеток с помощью толь-
ко эозина выполняли по методике, предложенной в ру-
ководстве ВОЗ [15]. Готовили 0,5% раствор эозина на 
0,9% растворе NaCl. Затем на предметное стекло нано-
сили 5 мкл суспензии клеток семенника мыши и 5 мкл 
раствора эозина, каплю покрывали покровным стеклом 
20×22 мм и считали окрашенные (погибшие) клетки 
под фазово-контрастным микроскопом в расчете на 
200 клеток.

Жизнеспособность клеток также определяли при 
окраске пропидий йодидом с помощью метода про-
точной цитофлуориметрии. Раствор пропидия йодида 
(Propidium iodide, Sigma, США) готовили из расчета 
0,1 мг/мл раствора (0,3 М NaCl, 0,03М цитрат натрия, 
рН 7,0). К 1 мл клеточной суспензии в PBS добавля-
ли 20 мкл раствора пропидия йодида и инкубировали 
30 минут при температуре +37°С [16]. Долю жизне-
способных клеток определяли с помощью проточного 
цитофлуориметра (Beckman Coulter, Inc. Fullerton, CA, 
США).

В суспензии клеток, выделенных из семенника 
мыши, под микроскопом (×400) оценивали наличие 
симпластов и их размер.

Важной характеристикой метода выделения клеток 
из семенников является наличие клеток сперматоген-
ного эпителия всех стадий дифференцировки. В связи 
с этим в мазках проводили дифференцированный под-
счет клеток сперматогенного эпителия, выделенных из 
семенника. Мазок высушивали и фиксировали в жид-
кости Шабадаша, проводили ШИК-реакцию и окра-
шивали гематоксилином («Биохиммак», Россия) [17]. 
Затем проводили докрашивание цитоплазмы эозином 
в течение 1–2 секунд.

Статистический анализ проводили при помощи 
программы Statistica10 (StatSoft, США). Непрерывные 
количественные данные описывали медианой и квар-
тилями (Q25% и Q75%). Дисперсионный анализ про-

водили критерием Краскела–Уоллиса. При наличии 
статистической разницы применяли попарное сравне-
ние групп методом Манна–Уитни. При множественном 
сравнении групп использовали поправку Бонферрони. 
Нулевая гипотеза отвергалась при ошибке первого рода 
менее 5% с учетом эффекта множественного сравне-
ния. Статистические различия зависимых выборок – 
жизнеспособность клеток сперматогенного эпителия 
 после выделения и через сутки – оценивали критерием 
Вилкоксона. 

Результаты исследования
При сравнительном анализе методов выделения кле-

ток из семенников получены статистически значимые 
различия по количеству клеток на 1 мг ткани семенни-
ка. Сравнение методов выделения позволило выявить, 
что при механическом методе наблюдается максималь-
ное количество клеток на 1 мг семенника мыши 4,3 
(3,6; 4,5)×105 по сравнению с методами M.L. Meistrich 
(р=0,0002), Y. Wang (р=0,006), Н.Н. Мушкамбарова 
(р=0,001) и T.G. Pretlow (р=0,000009) (табл. 1). Фер-
ментативные методы по Y. Wang с гиалуронидазой и по 
Н.Н. Мушкамбарову с низкой концентрацией колла-
геназы и трипсином дают сопоставимое число кле-
ток (р=0,3), так же, как и ферментативные методы по 
M.L. Meistrich и по T.G. Pretlow (с проназой Е) (р=0,5). 
Метод Y. Wang дает большее число клеток по сравне-
нию с методами M.L. Meistrich (р=0,0003) и T.G. Pretlow 
(р=0,0003). Так же, как и метод Н.Н. Мушкамбарова 
дает большее число клеток по сравнению с методами 
M.L. Meistrich (р=0,009) и T.G. Pretlow (с проназой)  
(р=0,002).

Количество полученных жизнеспособных клеток 
(в процентах) статистически значимо различалось 
между группами. Наименьший процент жизнеспо-
собных клеток получен при механическом выделе-
нии клеток по сравнению с ферментативным методом 
по M.L. Meistrich (р=0,0002), выделением клеток по 
Н.Н. Мушкамбарову (р=0,0007) и при использовании 
фермента проназы Е (р=0,00009). Показатели жизне-
способности клеток сперматогенного эпителия при 
механическом выделении сопоставимы с таковыми 
при использовании метода Y. Wang (с гиалуронида-
зой) (р=0,13). При выделении клеток ферментативными 
методами по M.L. Meistrich, по Н.Н. Мушкамбарову 
и по T.G. Pretlow (с проназой Е) показатели содержа-
ния жизнеспособных клеток в сравниваемых группах 
статистически значимо не различались (р=0,3). Таким 
образом, несмотря на высокий выход клеток, при меха-
ническом способе выделения жизнеспособность была 
выше при применении всех ферментативных методов, 
кроме метода с использованием гиалуронидазы. 

Большое количество работ по выделению клеток, а 
затем их разделению в градиенте плотности предпола-
гает проведение двух этапов: первый этап – выделение 
клеток (1-е сутки), второй этап – разделение в STU-PUT 
системе (2-е сутки), поэтому была проведена оценка 
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их жизнеспособности через сутки после выделения. 
Показано, что при механическом способе медиана их 
жизнеспособности снижалась с 57% до 42% (р=0,037), 
что свидетельствует о прогрессирующей гибели клеток 
в течение суток. 

При ферментативных методах выделения клеток 
в течение суток также наблюдалась их гибель. Так, 
при выделении клеток по M.L. Meistrich медиана их 
жизнеспособности снижалась с 91 до 69% (р=0,005). 
Схожую динамику уменьшения количества жизнеспо-
собных клеток через сутки наблюдали при исполь-
зовании протоколов по Н.Н. Мушкамбарову – с 87 
до 73% (р=0,01) и по Y. Wang (с гиалуронидазой) – с 64  
до 51% (р=0,005).

При использовании протокола по T.G. Pretlow 
(с проназой Е) жизнеспособность клеток сперматоген-
ного эпителия сохранялась на высоком уровне и со-
ставила 80% через сутки после выделения (р=0,006).

Важным показателем качества выделенных из се-
менника клеток является их способность образовывать 
реагрегаты – симпласты. Из всех методов наименьшее 
количество симпластов через сутки наблюдали при ис-
пользовании фермента проназы Е.

Для оценки жизнеспособности клеток, получен-
ных при всех методах выделения, использовали спо-
соб Шрека. Поскольку существуют и другие методы 

оценки жизнеспособности, мы провели сравнительный 
анализ результатов на примере оптимального протоко-
ла T.G. Pretlow (табл. 2).

При сравнении результатов всех трех использован-
ных методов оценки жизнеспособности клеток сперма-
тогенного эпителия статистически значимые различия 
показателей не выявлены (р=0,12), в то время как через 
сутки при использовании оценки жизнеспособности 
клеток с пропидием йодидом показатель был досто-
верно выше в сравнении с методами Шрека (р=0,006) 
и эозином (р=0,006) (табл. 2). Сравнение двух мето-
дов оценки жизнеспособности клеток только с эози-
ном и по методу Шрека различия не выявило (р=0,5). 
Возможно, выявленные различия связаны с тем, что 
окраска эозином является цитоплазматической, трипа-
новый синий/эозин – ядерной и цитоплазматической, а 
пропидием йодидом – только ядерной. Очевидно, нару-
шение плазматической мембраны клеток предшествует 
повреждению ядерной [18]. 

При оценке качественного состава полученной сус-
пензии клеток сперматогенного эпителия (табл. 3) мор-
фологию клеток определяли по признакам, описанным 
нами ранее [19]. При использовании метода выделения 
клеток с проназой Е в мазках отсутствовали клетки на 
стадиях I и II мейотического деления, что может быть 
связано с небольшой продолжительностью этого пе-

Таблица 1 / Table 1
Сравнительный анализ методов выделения клеток семенника мыши по показателям абсолютного числа клеток  

и их жизнеспособности сразу и через сутки после выделения ме (Q25%; Q75%) 
Comparative analysis of methods for isolating mouse spermatogenic cells by the absolute number of cells and their viability 

immediately and one day after the isolation Me (Q25%; Q75%)

Показатели методы р*
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Количество клеток на 1 мг 
семенника ×105

4,3 (3,6;4,5) 1,2 (0,9;1,8) 2,6 (2,2;3,1) 2,5 (1,6;2,8) 1,3 (0,8;1,4) 0,0001

Жизнеспособность после выделения, 
метод Шрека

57 (50;64) 91 (87;94) 64 (58;71) 87 (82;92) 91 (88;94) 0,0001

Жизнеспособность через сутки 
после выделения, метод Шрека

42 (36;48) 69 (53;78) 51(45;53) 73 (69;85) 80 (75;87) –

р* – тест Краскела–Уоллиса. Сравнительный анализ между группами проводили только при получении суспензии клеток по 
показателям количества клеток на 1 мг семенника мыши и их жизнеспособности после выделения
р* – Kruskal–Wallis test. A comparative analysis between the groups was carried out only after obtaining a suspension of cells in terms 
of the cell number per 1 mg of mouse testis and their viability after isolation
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риода и тем, что клетки в процессе деления наиболее 
подвержены разрушению ферментами.

Обсуждение 
При использовании методов выделения клеток спер-

матогенеза, предложенных в работах M.L. Meistrich [4], 
Н.Н. Мушкамбарова с соавт. [6], Y.Wang с гиалуронида-
зой [9], T.G. Pretlow с ферментом проназа Е [8] и D. Lam 
[3] при механическом разделении клеток, нами был 
проведен сравнительный анализ количественных по-
казателей клеток сперматогенного эпителия на 1 мг 
семенника после выделения, а также их жизнеспособ-
ности сразу и через сутки после выделения. 

Механический метод, предложенный D. Lam (1970), 
позволяет получить довольно высокий выход клеток. 

Жизнеспособность их в полученной суспензии состав-
ляла около 57% и снижалась до 42% в течение суток. 
Необходимо отметить: неудовлетворительные резуль-
таты при механическом выделении клеток семенни-
ков отмечали и другие исследователи, что иницииро-
вало разработку ферментативных методов выделения 
[1, 4, 8, 13].

Ферментативный метод включает обработку кол-
лагеназой IV типа, затем трипсином и ДНКазой. Тео-
ретическое и практическое обоснование двухэтапного 
ферментативного выделения клеток исследователи свя-
зывают с тем, что при «мягкой» обработке коллагена-
зой удается удалить интерстициальные клетки, затем 
под действием трипсина и ДНКазы разрушить непо-
средственно семенные канальцы и выделить клетки 

Таблица 2 / Table 2 
Различные методы определения показателей жизнеспособности клеток семенника мыши при выделении клеток 

сперматогенеза с использованием фермента проназы е (n=12), ме (Q25%; Q75%) 
Different methods for determining the viability of mouse spermatogenic cells using pronase E (n=12), ме (Q25%; Q75%)

Сроки  метод оценки жизнеспособности р*

метод Шрека
(трипановый синий/эозин)

метод с пропидий 
йодидом 

метод с эозином

Жизнеспособность сразу после 
выделения клеток (%)

89 (88;94) 93 (90;94) 90 (88;93) 0,12

Жизнеспособность через сутки 
после выделения клеток (%)

80 (75;87) 89 (86;91) 84 (81;86) 0,005

р* – тест Краскела–Уоллиса
р* – Kruskal–Wallis test

Таблица 3 / Table 3 
Состав суспензии клеток (‰), полученной при их выделении с ферментом проназа е  

(через сутки после выделения), n=10 
The composition of the cell suspension (‰) obtained by isolation with pronase E enzyme (one day after isolation), n=10

тип клеток:
сперматогонии

ме Q25%;Q75% Деление:  
профаза I мейоза

ме Q25%;Q75% Спермиогенез, 
сперматиды: 

ме Q25%;Q75%

 Тип А0 11,5 (5;16) Прелептотена 8 (5;16) Стадия I 14 (13;22)
 Тип А1  7,5 (5;11) Лептотена ранняя 3 (0;3) Стадия II 14 (12;20)
 Тип А2  3 (0;12) Лептотена поздняя 51 (46;62) Стадия III 10 (6;20)
 Тип А3  8 (3;14) Зиготена 21 (16;35) Стадия IV 11 (6;22)
 Тип А4 18,5 (11;23) Пахитена 115 (106;130) Стадия V 29,5 (19;32)
 Тип Пр. 13 (7;17) Диплотена 12,5 (8;20) Стадия VI 31,5 (19;44)
 Тип B 21,5 (13;29) Диакинез 6,5 (3;7) Стадия VII 37 (30;42)

Метафаза I мейоза 0 Стадия VIII 61,5 (36;72)
Анафаза I мейоза 0 Стадия IX 32,5 (22;41)
Телофаза I мейоза 15,5 (7;20) Стадия X 45,5 (39;49)

Метафаза II мейоза 0 Стадия XI 66,5 (57;91)
Клетки Сертоли 20,5(7;32) Анафаза II мейоза 0 Стадия XII

(этапы 12–16)
252 (187;266)

Клетки Лейдига 3(0;10) Телофаза II мейоза 0
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сперматогенного эпителия [13]. Большинство авто-
ров – A.R. Bellve [1], T. Buchou [10], J.M. Bryant [5], 
T. Garcia [13] – предлагают использовать коллагеназу 
IV типа в концентрации 1 мг/мл. Следует отметить, что 
при применении нами данной концентрации коллагена-
зы было сложно контролировать время обработки. Так, 
воздействие более 1 минуты вызывало полное разруше-
ние семенных канальцев, частичное разрушение клеток 
и образование их массивных реагрегатов, возможно, 
связанное с выходом ДНК из поврежденных клеток [1]. 
Недостаточная временная экспозиция с ферментом кол-
лагеназой приводит к тому, что семенные канальцы не 
фрагментируются на отдельные участки. Последующее 
промывание DPBS останавливает разрушающее воз-
действие коллагеназы на семенные канальцы, но даль-
нейшее применение трипсина было неэффективным: 
удавалось экстрагировать только часть клеток каналь-
цев за более продолжительный отрезок времени. В свя-
зи с этим оптимальным оказалось применение на пер-
вом этапе коллагеназы IV типа в низкой концентрации 
0,16 мг/мл, как предложено Н.Н. Мушкамбаровым [6]. 
Результаты, полученные нами при использовании ме-
тодов выделения клеток сперматогенного эпителия по 
Н.Н. Мушкамбарову [6] и M.L. Meistrich [11], оказались 
сопоставимыми. Отличие метода M.L. Meistrich [11] от 
метода выделения половых клеток по Н.Н. Мушкамба-
рову [6] состояло в измельчении канальцев и приме-
нении DNA(2-naphthol-6,8-disulfonic acid, dipotassium 
salt). При выделении клеток сперматогенного эпителия 
по Н.Н. Мушкамбарову [6] применяли только фермен-
ты. Оба метода позволяют получить достаточное коли-
чество клеток с высокой жизнеспособностью. Следует 
отметить, что в суспензии клеток определяли большое 
количество симпластов. Это является препятствием 
для разделения клеток в градиенте плотности, по-
этому был рассмотрен метод по Y. Wang (с гиа лу ро-
ни дазой) [9]. По этому методу среда для выделения 
клеток содержала высокую концентрацию коллагеназы  
0,625 мг/мл на первом этапе обработки и ряд фермен-
тов: трипсин, коллагеназу, гиалуронидазу, ДНКазу 
на втором. Учитывая предыдущий опыт применения 
коллагеназы, концентрацию фермента мы не увели-
чивали, оставив 0,16 мг/мл. Для разрушения плот-
ных контактов и других межклеточных соединений 
сперматогенного эпителия канальцев на втором эта-
пе использовали только EDТА и гиалуронидазу. При 
сравнительном анализе выделения клеток по методу 
Y. Wang (с гиалуронидазой) и других методов были 
выявлены низкая жизнеспособность полученных кле-
ток и в течение суток ее прогрессирующее снижение. 
Эти результаты сопоставимы с данными, полученными 
при механическом способе выделения клеток. В связи 
с тем, что образовывались симпласты, был применен 
метод с использованием фермента проназы Е в концен-
трации 0,05%, рекомендованной для выделения кле-
ток из других тканей. По результатам сравнительного 
анализа при использовании этого метода количество 

клеток в суспензии сохраняется в течение суток, и их 
жизнеспособность остается на высоком уровне (при 
выделении – 86–99%, через сутки – 74–92%). Симплас-
ты клеток были единичными. Таким образом, метод 
выделения суспензии клеток сперматогенного эпителия 
T.G. Pretlow (с проназой Е) является оптимальным.

Заключение
Протоколы ферментативного выделения половых 

клеток семенных канальцев многочисленны, но они 
не стандартизованы, и жизнеспособность полученных 
клеток сперматогенного эпителия в суспензии разли-
чается. Сравнительный анализ методов, приведенных 
в литературе, и предложенные нами изменения неко-
торых их этапов позволили разработать оптимальную 
схему получения большого количества жизнеспособ-
ных клеток из семенника мыши, основанную на ис-
пользовании ферментов, включая проназу E. 
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