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ДнК герпесвирусов человека (гвЧ), в том числе вируса простого герпеса (вПг) и цитомегаловируса (ЦМв), 
часто присутствует в эякулятах пациентов с различными заболеваниями урогенитального тракта и беспло-
дием. Установлено, что по крайней мере часть вирусной ДнК ассоциирована с клеточной фракцией эякуля-
та, однако оставалось неясным, как вирус попадает в эякулят, может ли он находиться внутри гамет, спосо-
бен ли инфицировать зрелые половые клетки, в том числе подвижные сперматозоиды. Для решения этих 
вопросов была использована разработанная нами ранее и оптимизированная в настоящей работе модель 
герпесвирусной инфекции мужских гамет in vitro и проведено исследование взаимодействия ЦМв и вПг со 
сперматозоидами человека. Анализ иммунофлюоресцентной окраски гамет на вирусные антигены устано-
вил, что ЦМв инфицирует 2% гамет in vitro, в то время как вПг – 17,26 ± 2,58% сперматозоидов. во фракции 
прогрессивно подвижных сперматозоидов доля инфицированных гамет составляла 13,99 ± 4,64%. Локали-
зацию антигенов вПг изучали с помощью конфокальной микроскопии. в части клеток вирусный белок gB 
обнаружен на мембране сперматозоидов. наряду с этим оптическое сканирование других клеток показало 
внутриклеточную локализацию вирусных белков. Чаще всего вирусные белки наблюдали в головке и шейке 
сперматозоидов, реже – в средней части и хвосте, редко – в экваториальной области. в целом антигены гвЧ 
при заражении in vitro располагались в тех же участках сперматозоидов, что и в эякулятах инфицированных 
пациентов. Доля гамет, содержащих ДнК вПг по данным ДнК-ДнК-гибридизации in situ составляла 16,94 ± 
5,28%, что соответствует данным о степени заражения гамет, полученным с помощью иммунофлюоресцен-
ции. Можно заключить, что зрелые мужские гаметы способны инфицироваться гвЧ при прохождении по по-
ловому тракту, прочно связываться с клеточной мембраной и проникать внутрь сперматозоида. взаимодей-
ствие гвЧ с прогрессивно подвижными сперматозоидами указывает на возможность вертикальной переда-
чи вирусов при оплодотворении и целесообразность диагностики герпесвирусной инфекции эякулята.
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The Dna of human herpesviruses (hhV), including the herpes simplex virus (hsV) and cytomegalovirus (cMV), 
is often identified in ejaculates of patients with urogenital diseases and infertility. at least a part of viral Dna is 
associated with cell fraction of ejaculate. however, it remains unclear how the semen is infected by the virus. it can 
be located in gametes or be capable of infecting mature germ cells, including motile sperm cells. in order to resolve 
this issue, interactions of the cMV and hsV with human sperm cells were studied using an original optimized model 
of the herpesviral infection of male gametes in vitro. The analysis of the immunofluorescent staining of gametes for 
viral antigens has shown that cMV infected 2% gametes, while hsV infected 17.26 ± 2.58% gametes. The fraction 
of progressively motile sperm cells contained 13.99 ± 4.64% infected cells. localization of hsV was studied by the 
confocal microscopy. sometimes, viral gB protein was found on sperm cell membrane. in addition, optical scanning 
of other cells has shown the intracellular localization of the viral proteins. in the majority of spermatozoa, the viral 
proteins were observed in the head and neck. in some cells, they were located in the middle piece or, rarely, in the 
equatorial segment. in general, after in vitro infection hsV antigens were located in the same areas of the sperm 
cells as in ejaculates from infected patients. according to Dna–Dna hybridization in situ, gametes containing hsV 
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Dna accounted for 16.94 ± 5.28%, which is consistent with the results obtained in the immunofluorescence assay. 
it can be concluded that mature male gametes are infected by hhV in the genital tract, where the virus binds to the 
sperm cell membrane and enters the cell. interaction of hhV with progressively motile sperm cells implies a vertical 
viral transmission upon fertilization and points to the necessity of testing ejaculate for herpesviruses infections. 

K e y w o r d s :  human herpesviruses; herpes simplex virus; cytomegalovirus; human sperm; infection of gametes in vitro; 
male infertility; vertical transmission; DNA-DNA hybridization; localization of viral antigens; confocal mi-
croscopy.
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Введение
Инфекционные заболевания и воспалительные про-

цессы в урогенитальном тракте занимают одно из первых 
мест среди причин мужского бесплодия. В настоящее 
время представлено немало свидетельств, доказываю-
щих, что вирусные инфекции могут приводить к сниже-
нию фертильности либо за счет прямого токсического 
воздействия на клетки, либо вызывая иммунный ответ 
и развитие воспаления [1]. Если роль вирусов паротита 
или иммунодефицита человека в развитии бесплодия не 
вызывает сомнений, то степень воздействия на мужскую 
фертильность герпесвирусов человека (ГВЧ) до конца не 
выяснена. Во многих исследованиях установлено при-
сутствие ГВЧ в эякулятах [2], однако частота их встре-
чаемости сильно варьирует, что связано, по-видимому, 
с разной чувствительностью применяемых методов 
детекции вируса, неодинаковой распространенностью 
вирусов в различных странах, объемом выборок и осо-
бенностями контингента обследованных пациентов. 
Так, некоторые авторы находят вирус простого герпеса 
(ВПГ) 1-го и 2-го типов менее чем у 4% мужчин, как 
фертильных, так и страдающих бесплодием [2]. В то же 
время, например, в работах, выполненных на материале 
греческих клиник [3, 4], ВПГ в эякуляте выявляют у 29% 
и даже у 50% пациентов с проблемами фертильности, 
при этом используют гнездовую (nested) полимеразную 
цепную реакцию (ПЦР) и гибридизацию in situ. В вы-
борке пациентов с бесплодием, проходящих курс лече-
ния в китайских клиниках, ВПГ обнаружен в 25% эя-
кулятов [5], в японских клиниках – в 24% [6]. В работе 
Е.Н. Бочаровой и соавт. [7], проведенной на российской 
популяции пациентов, страдающих бесплодием, ВПГ 
выявлен в половине эякулятов, для обнаружения вируса 
использован комплекс методов: иммунофлюоресценция, 
гибридизация in situ и другие. В работе Р.Р. Климовой и 
соавт. [8] по данным изучения цельных эякулятов ВПГ 
присутствовал в 31% случаев у пациентов с проблемами 
фертильности и в 17% случаев у фертильных мужчин. 
Во фракции активно подвижных сперматозоидов ВПГ 
найден в 30 и 8% эякулятов соответственно. Некоторые 
исследователи не находят связи между присутствием 

ВПГ в эякуляте и ухудшением показателей спермограм-
мы [2]. Другие отмечают снижение концентрации и под-
вижности сперматозоидов в эякулятах, положительных 
на ВПГ, а также увеличение в них содержания морфо-
логически аномальных форм гамет [2, 8, 9]. Также есть 
данные о том, что в группе пациентов, у жен которых 
в анамнезе имелись спонтанное прерывание беремен-
ности и неудачи экстракорпорального оплодотворения, 
высок уровень инфицирования сперматозоидов ВПГ 
[10]. Частота обнаружения ДНК другого представителя 
ГВЧ – цитомегаловируса (ЦМВ) в эякуляте здоровых 
доноров обычно колеблется в пределах 3–5%, в эякуляте 
пациентов с бесплодием – от 1,4 до 56,5% [2]. В прове-
денном нами [11] скрининге эякулятов пациентов с раз-
личными заболеваниями мочеполового тракта методом 
ПЦР установлено, что ЦМВ часто встречается у стра-
дающих бесплодием мужчин с хроническими воспали-
тельными заболеваниями мочеполовой системы, причем 
ДНК ЦМВ ассоциирована с клеточной фракцией эяку-
лята. Установлено, что по крайней мере часть вирусной 
ДНК ассоциирована с клеточной фракцией эякулята, и 
это ставит ряд вопросов: как вирус попадает в эякулят, 
может ли он находиться внутри гамет, способен ли ин-
фицировать зрелые мужские половые клетки и какова 
форма герпесвирусной инфекции сперматозоидов (ли-
тическая, абортивная, латентная). Пути проникновения 
вирусов в мужские гаметы до сих пор не ясны. Заразить 
зрелые сперматозоиды ЦМВ и ВПГ до недавнего вре-
мени не удавалось [12, 13]. Высказывалось предположе-
ние, что проникновение ГВЧ возможно лишь в ранних 
стадиях сперматогенеза в клетки с активно транскриби-
руемым хроматином. Нам удалось разработать модель 
заражения сперматозоидов in vitro и впервые доказать 
принципиальную возможность инфицирования зрелых 
гамет ЦМВ [11]. Поскольку выяснение вопроса о вну-
тригаметной герпесвирусной инфекции имеет значение 
для оценки влияния ГВЧ на фертильность, а также для 
решения проблемы вертикальной передачи ГВЧ, цель 
настоящей работы состояла в оптимизации модельной 
системы in vitro и детальном изучении с ее помощью 
взаимодействия ГВЧ со сперматозоидами человека.
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Материал и методы
Клинический материал. Образцы спермы получены 

от мужчин, поступивших для профилактического обсле-
дования в Медико-генетический научный центр. До ис-
следования информированное согласие на участие в нем 
было получено от каждого пациента. Процедуры иссле-
дования были проведены в соответствии с Хельсинкской 
декларацией и одобрены местным комитетом по биоме-
дицинской этике в ФНИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи.

Образцы эякулята пациенты получали путем мастур-
бации после 3-дневного полового воздержания.

ПЦР в реальном времени. Для обнаружения ДНК ГВЧ 
методом ПЦР использовали наборы реагентов фирмы 
«ИнтерЛабСервис» (Москва): комплект реагентов для 
экстракции ДНК из клинического материала Ампли-
Сенс ДНК-сорб-В; набор реагентов для ПЦР в режи-
ме реального времени для обнаружения ЦМВ, вируса 
Эпштейна–Барр и ГВЧ 6-го типа АмплиСенс EBV/CMV/
HHV6-cкрин-FL; набор реагентов для ПЦР в режиме ре-
ального времени для определения ВПГ 1-го и 2-го типов 
АмплиСенс HSVI, II-FL. b-глобиновый ген применяли в 
качестве эндогенного внутреннего контроля.

В экспериментах использовали образцы, не содержа-
щие ДНК ГВЧ.

Инфицирование сперматозоидов. В работе использовали 
штаммы F ВПГ 1-го типа и ЦМВ AD 169, полученные из 
Государственной коллекции вирусов ФНИЦЭМ им. Н.Ф. 
Гамалеи. ВПГ-1 накапливали путем пассирования на куль-
туре клеток почечного эпителия зеленой мартышки линии 
Vero в среде Игла МЕМ, ЦМВ – на культуре клеток фибро-
бластов легких эмбриона человека (ФЛЭЧ) в среде ДМЕМ 
с добавлением 10% сыворотки эмбриона коровы. Инфек-
ционную множественность вирусов определяли в культуре 
клеток модифицированным методом бляшек и выражали в 
бляшкообразующих единицах (БОЕ), содержащихся в 1 мл 
(БОЕ/мл), используя формулу:

A = a·b/v,
где A – число БОЕ/мл; a – среднее число бляшек на 1 

лунку; b – разведение вируса; v – объем вносимого ви-
руссодержащего материала.

Для заражения из образцов спермы выделяли подвиж-
ные сперматозоиды методом градиентного разделения с 
использованием среды Спермселект («ПанЭко», Россия) 
в соответствии с рекомендациями производителя. Ин-
фицирование гамет ГВЧ проводили при 37°C на шейке-
ре в течение 0,5, 1 или 2 ч. Клетки заражали вирусами с 
множественностью инфицирования от 0,1 до 10 БОЕ на 
клетку. После инкубации с вирусом сперматозоиды не-
сколько раз отмывали от неприкрепившихся вирусных 
частиц центрифугированием. Далее часть образцов про-
должали инкубировать еще 18 ч при 37°C и 5% уровне 
CO2 в воздухе. Оценивали подвижность сперматозоидов 
и готовили препараты фиксированных клеток – мазки.

Иммуноцитохимический анализ. Для выявления ви-
русных антигенов мазки сперматозоидов окрашивали 
первичными моноклональными антителами (МКА) к 
белку ЦМВ pp65, а также МКА к белкам ВПГ gB, ICP0 
(«Abcam», Великобритания), ICP4 («Abcam») и поли-
клональными антителами к структурным белкам ВПГ 
(«Abcam»). Затем образцы инкубировали с соответству-
ющими вторичными антителами и докрашивали ядра с 
помощью DAPI или пропидия йодида. Препараты ана-
лизировали и фотографировали на эпифлюоресцентном 
(Keyence BZ-9000, япония) и конфокальном (Leica TCS 

SP5 STED, Германия) микроскопах. Для локализации 
вирусных белков в инфицированных клетках изучали 
серийные оптические срезы с шагом 0,5–1 мкм.

Гибридизация in situ. Для выявления вирусной ДНК в 
клетках на цитологическом препарате применяли метод 
ДНК-ДНК-гибридизации in situ. Клетки фиксировали в 
4% параформальдегиде («AppliChem», Германия). Ис-
пользовали биотинилированные зонды ДНК ВПГ («Enzo 
Life Sciences», США) и набор Ultra Sensitive Enhanced 
Hrp-DAB in situ detection system («Enzo») в соответствии 
с рекомендациями производителя.

Статистический анализ. Для статистической обра-
ботки результатов применяли пакет прикладных ком-
пьютерных программ Statistica 6.0 и Biostat. Статисти-
ческие различия анализировали с помощью критериев 
Стьюдента и Манна–Уитни. Различия показателей счи-
тали статистически значимыми при p < 0,05.

Результаты
Для оптимизации инфицирования сперматозоидов in 

vitro были проведены эксперименты, при выполнении 
которых варьировали продолжительность инкубации 
клеток с вирусами, температуру инкубационной смеси, 
концентрацию клеток, количество и инфекционную ак-
тивность вирусов. Установлено, что эффективность за-
ражения сперматозоидов ЦМВ и ВПГ различалась. Так, 
после 2-часовой инкубации сперматозоидов человека 
с ЦМВ инфицировалось лишь небольшое количество 
клеток: положительный сигнал при окрашивании об-
разцов МКА к мажорному белку тегумента ЦМВ pp65 
наблюдали в 2% гамет. Представляло интерес сравнить 
количество клеток, зараженных in vitro, с количеством 
ЦМВ-инфицированных клеток в эякулятах обследован-
ных пациентов. Анализ 7 положительных образцов, со-
держащих ДНК ЦМВ, показал, что доля инфицирован-
ных клеток значительно различалась и колебалась от 0,1 
до 45%. При этом количество инфицированных клеток 
прямо зависело от количества ДНК ЦМВ в эякуляте, ко-
торое по данным ПЦР варьировало от 15 до 68 070 (ме-
диана 6489) копий ДНК на 100 тыс. клеток.

При заражении in vitro сперматозоидов высокоак-
тивным ВПГ-1 было обнаружено значительно больше 
инфицированных клеток по сравнению с ЦМВ уже по-
сле часовой инкубации. Подсчеты числа клеток, поло-
жительно окрашенных поликлональными антителами к 
гликопротеинам оболочки вируса и белку капсида ВПГ, 
показали, что эффективность заражения составила 17,26 
± 2,58%. При этом доля инфицированных гамет стати-
стически значимо не изменялась при их дальнейшем 
культивировании и через 18 ч после заражения состав-
ляла 19,06 ± 4,18%. Жизнеспособность клеток после 
18-часового инкубирования оставалась высокой и рав-
нялась в среднем 90,7 ± 7,5% в контрольных образцах и 
89,3 ± 8,1% в инфицированных (p > 0,05).

Для выяснения вопроса о влиянии заражения in vitro 
на подвижность сперматозоидов сравнивали долю про-
грессивно подвижных гамет (a + b) в 10 образцах, зара-
женных вирусом, и в 10 контрольных неинфицирован-
ных образцах. Оказалось, что количество подвижных 
клеток через 18 ч после заражения статистически значи-
мо не различалось и составляло 52,4 ± 20,7% в контроле 
и 59,2 ± 19,2% в опыте.

Важные данные получены при анализе подвижных 
сперматозоидов. Подсчеты показали, что через 18 ч по-
сле заражения во фракции подвижных сперматозоидов 
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находилось 13,99 ± 4,64% ВПГ-положительных клеток, 
что несколько меньше, чем в смешанной фракции под-
вижных и неподвижных гамет (19,06 ± 4,18%), однако 
это различие статистически незначимо (p > 0,05). Это 
указывает на потенциальную возможность вертикаль-
ной передачи ВПГ-инфекции со сперматозоидами.

Локализацию антигенов ВПГ в инфицированных 
сперматозоидах изучали методом сканирующей кон-
фокальной микроскопии. Чаще всего вирусные белки, 
окрашенные поликлональными антителами, наблюдали 
в головке, в том числе в экваториальной области (рис. 
1, а–ж, см. 3-ю полосу обложки), и шейке сперматозои-
дов (рис. 1, з, и). Реже прокрашивались средняя часть 
(рис. 1, и) и хвост. Встречали также различные сочета-
ния окрашенных участков клетки. Изучение серийных 
оптических срезов показало, что идентифицированные 
вирусные белки локализованы внутри клетки.

Чтобы выяснить характер инфицирования спермато-
зоидов и форму инфекции, клетки изучали иммуноцито-
химически с помощью МКА к сверхранним/ранним не-
структурным белкам ВПГ-1 ICP0 и ICP4. При иммуноф-
люоресцентной окраске зараженных сперматозоидов не 
выявлено присутствия в гаметах этих антигенов.

В то же время окраска МКА к позднему вирусному 
белку гликопротеину gB ВПГ дала положительный ре-

зультат (рис. 2, см. 3-ю полосу обложки): gB был об-
наружен на мембране сперматозоидов и локализован в 
шейке (см. рис. 2, а) и пришеечной части головки (см. 
рис. 2, в, г). Обращает на себя внимание нестандартная 
форма головки инфицированного сперматозоида на рис. 
2, нарушение морфологии можно характеризовать как 
«клетка с округлой головкой».

Обнаружение вирусного белка на мембране может сви-
детельствовать о прочной связи вирусного белка с кле-
точной мембраной, а также о недостаточно эффективной 
отмывке зараженных клеток. Так как эффективность от-
мывки сперматозоидов от патогенов является весьма важ-
ным фактором при применении вспомогательных репро-
дуктивных технологий (ВРТ), мы провели сравнительный 
анализ вирусной нагрузки в эякулятах, содержащих ВПГ, 
полученных от 56 пациентов. После выделения фракции 
подвижных сперматозоидов клетки отмывали центрифу-
гированием (10 мин при 1500 об/мин). Отмывку считали 
эффективной при уменьшении количества вирусных ча-
стиц во фракции подвижных сперматозоидов по сравне-
нию с цельным эякулятом. В результате элиминация ВПГ 
была отмечена в 28 образцах из 56, т. е. эффективность 
отмывки (отношение количества эффективных отмывок 
к общему количеству отмывок) составила 50%.

Данные о присутствии в сперматозоидах ДНК ВПГ бы-

Рис. 3. Локализация ДНК ВПГ в сперматозоидах по результатам ДНК-ДНК-гибридизации in situ.
Гибридизационный сигнал (коричневая окраска, стрелки) детектируется в головках сперматозоидов (а): в экваториальной зоне (в, г) и пришеечной 

части головки (д); б – отрицательный контроль. ядра клеток докрашены гематоксилином Карацци. Масштаб: 20 мкм (а, б), 10 мкм (в–д).



123

Вопросы Вирусологии. 2016; 61 (3)
DOI 10.18821/0507-4088-2016-61-3-119-125

Оригинальные исследОвания

ли получены с помощью ДНК-ДНК-гибридизации гамет 
in situ с олигонуклеотидными зондами, комплементарны-
ми к участку вирусного генома (рис. 3). Доля гамет, со-
держащих ДНК ВПГ, составляла 16,94 ± 5,28% в образ-
цах, отобранных сразу после заражения, и 18,90 ± 6,05% 
во фракции подвижных сперматозоидов через 18 ч после 
заражения (p > 0,05). Вирусная ДНК локализовалась в го-
ловке сперматозоидов, в том числе в экваториальной зоне 
(см. рис. 3, в, г), и области шейки (см. рис. 3, д).

Обсуждение
Ранее мы показали принципиальную способность ЦМВ 

инфицировать мужские гаметы in vitro [11], однако эффек-
тивность и характер взаимодействия вируса со спермато-
зоидами не были изучены. В настоящей работе установ-
лено, что при искусственном заражении ЦМВ инфици-
рует сперматозоиды человека с низкой эффективностью 
(2%). В то же время в некоторых проанализированных 
нами образцах спермы от пациентов, положительных на 
ДНК ЦМВ, доля инфицированных гамет достигала 45%. 
Мы предположили, что низкая эффективность заражения 
ЦМВ связана с невысокой активностью использованно-
го вируса (0,1–1 БОЕ на клетку). Данное предположение 
подтвердилось при анализе клеток, инфицированных 
естественным путем. Количество зараженных клеток в 
эякулятах пациентов было прямо пропорционально коли-
честву ЦМВ в эякуляте. В связи с этим в опытах с ВПГ 
использовали вирус с большей инфекционной множе-
ственностью (1–10 БОЕ на клетку). Действительно, в этом 
случае доля зараженных сперматозоидов по результатам 
иммунофлюоресцентного анализа составляла 17– 19%.

Данные о степени инфицирования гамет ВПГ, по-
лученные иммуноцитохимически, в дальнейшем были 
подтверждены с помощью ДНК-ДНК-гибридизации га-
мет in situ. Установлено, что доля сперматозоидов, со-
держащих ДНК ВПГ, полностью соответствует данным 
о степени заражения гамет, полученным с помощью им-
мунофлюоресценции. Более того, локализация вирусной 
ДНК также соответствует иммунофлюоресцентной кар-
тине, что дополнительно подтверждает специфичность 
обоих методов выявления вирусных маркеров.

Анализ локализации антигенов ВПГ показал, что в це-
лом белки ВПГ располагались в тех же участках сперма-
тозоидов, что и белки ЦМВ, как в случае искусственно-
го заражения клеток ЦМВ, так и в эякулятах инфициро-
ванных пациентов [11]. Сходная локализация вирусных 
маркеров в головках сперматозоидов ранее была про-
демонстрирована в работе Е.Н. Бочаровой и соавт. [7], 
проводивших скрининг положительных на ВПГ эякуля-
тов пациентов, страдающих бесплодием. Примечатель-
но, что в работе, проводившейся на ГВЧ 6-го типа [14], 
также было осуществлено инфицирование сперматозои-
дов человека вирусом in vitro, причем степень зараже-
ния была сходной с полученной нами для ВПГ. Однако 
вирусные частицы ГВЧ 6-го типа никогда не располага-
лись в шейке сперматозоидов, самом распространенном 
месте прикрепления ВПГ и ЦМВ, но локализовались в 
верхней части головки в районе акросомы. После прове-
дения искусственной акросомной реакции в отсутствие 
интактной акросомы ГВЧ 6-го типа к гаметам не при-
креплялся. В то же время для вируса папилломы челове-
ка (ВПЧ) [15] не отмечено его прикрепление к акросоме. 
В инфицированных ВПЧ эякулятах вирусные частицы 
располагаются в экваториальной области головки, как 
это часто наблюдается и в случае ВПГ и ЦМВ.

Оптическое скринирование сперматозоидов, окрашен-
ных поликлональными антителами и МКА, показало 
внутриклеточную локализацию белков ВПГ. Кроме то-
го, гликопротеин gB был обнаружен на мембране кле-
ток и, по-видимому, прочно связывался с мембранными 
рецепторами, так как был выявлен после градиентного 
центрифугирования и отмывок. Вирусная контаминация 
сперматозоидов представляет серьезную проблему для 
использования ВРТ в лечении бесплодия. Внутригамет-
ная локализация вирусов в подвижных сперматозоидах 
не позволяет произвести очистку от инфекционных аген-
тов путем стандартных процедур отмывки, но и в случа-
ях прикрепления вирусных частиц к мембране спермато-
зоида отмывка может оказаться неэффективной. Об этом 
свидетельствуют результаты настоящей работы, показав-
шие, что снижение вирусной нагрузки после отмывки на-
блюдали только в 50% ВПГ-положительных образцов.

Сходные данные были получены авторами, изучав-
шими эякуляты ВИЧ-инфицированных пациентов. Ис-
следования, проведенные с ВИЧ-инфицированными 
эякулятами, показали, что после очистки сперматозои-
дов градиентным центрифугированием инфекционная 
активность ВИЧ снижается [16], однако эффективность 
отмывки остается низкой [17].

В настоящей работе для выявления антигенов ВПГ, кро-
ме поликлональных антител, были использованы МКА к 
сверхранним/ранним неструктурным белкам ВПГ-1 ICP0 
и ICP4. Белки ICP0 и ICP4 в сперматозоидах выявлены не 
были. Так как экспрессия a-генов, которые кодируют эти 
белки, необходима для экспрессии b-генов, кодирующих 
структурные белки и ферменты, участвующие в репли-
кации ДНК ВПГ, можно предположить, что репродукции 
вируса и литического цикла в сперматозоидах не проис-
ходило. Это может быть связано с низкой активностью 
метаболических процессов в зрелых сперматозоидах, хотя, 
по некоторым данным, транскрипция и трансляция кле-
точных РНК могут иметь место в сперматозоидах, хотя и 
в очень ограниченных масштабах, главным образом на ми-
тохондриальных рибосомах [18, 19]. Данное предположе-
ние подтверждают и приведенные выше количественные 
данные: доля зараженных сперматозоидов со временем не 
увеличивалась, т. е. распространения вируса не происходи-
ло. По-видимому, поздний белок gB, который был выявлен 
на сперматозоидах и локализовался на мембране клеток, 
принадлежит к тем вирусным частицам, которые инфици-
ровали сперматозоиды (а не является синтезированным de 
novo). Таким образом, можно предположить, что инфекция 
сперматозоидов протекает в абортивной форме: после про-
никновения вирусной ДНК и белков тегумента и нуклео-
капсида экспрессии вирусного генома не происходит. Есть 
основания считать, что герпесвирусная инфекция зрелых 
сперматозоидов in vitro представляет новую модель для 
изучения молекулярных механизмов установления латен-
ции, которая отличается от классической модели инфи-
цированных нейронов. Действительно, в некоторых ней-
ронах обнаружена экспрессия ICP4 и некоторых других 
белков ВПГ [20]. Использование модели инфицирования 
сперматозоидов in vitro открывает перспективы изучения 
реактивации вируса после попадания его в ооцит в резуль-
тате оплодотворения.

Необходимо отметить, что инфицирование спермато-
зоидов ВПГ не снижало их подвижности. Интересно, 
что в литературе нет однозначного мнения о влиянии 
ГВЧ на сперматозоиды. Некоторые исследователи не 
находят связи между присутствием вирусов в эякуляте 
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и ухудшением показателей спермограммы, другие от-
мечают снижение концентрации и подвижности сперма-
тозоидов в эякулятах, положительных на ГВЧ, а также 
увеличение в них содержания морфологически аномаль-
ных форм гамет [2, 8, 9, 21]. Возможно, имеют место 2 
варианта инфицирования сперматозоидов вирусом. В 
первом варианте развития событий уже зрелые гаметы 
инфицируются ГВЧ при их прохождении по половым 
путям, причем, по данным работы, проведенной на ГВЧ 
6-го типа [14], прикрепление вируса к сперматозоидам 
может происходить очень быстро – за минуты. Этот ва-
риант аналогичен проводимому нами инфицированию 
гамет in vitro, и в этом случае морфология гамет и их 
подвижность не изменяются. При втором варианте ин-
фицирование может происходить раньше: ГВЧ могут 
заражать предшественники гамет непосредственно в 
яичках и влиять на морфологию сперматозоидов либо 
инфицировать гаметы, находящиеся в придатке яичка 
эпидидимисе, где наблюдается созревание гамет и при-
обретение ими подвижности. В последнем случае ГВЧ 
могут отрицательно воздействовать на подвижность и 
морфологию сперматозоидов. Косвенным подтвержде-
нием возможности заражения мужских гамет ГВЧ как 
в яичках, так и в половых путях могут служить данные 
обнаружения ВПГ и ЦМВ в яичках, эпидидимисе и се-
менных пузырьках человека [22, 23].

Суммируя результаты работы, можно сделать следую-
щие выводы. Использование оптимизированной модели 
заражения in vitro показало, что зрелые мужские гаметы 
могут инфицироваться ГВЧ во время их прохождения по 
половому тракту, причем с высокой степенью эффектив-
ности. Изучение локализации вирусных ДНК и белков 
позволило установить, что ГВЧ способны не только при-
крепляться к мембране сперматозоидов, но и проникать 
внутрь клеток. Отсутствие неструктурных a-белков ВПГ 
после заражения in vitro указывает на абортивный харак-
тер герпесвирусной инфекции зрелых мужских гамет. 
Установленный нами факт, что переносчиками ГВЧ могут 
быть прогрессивно подвижные сперматозоиды, указыва-
ет на возможность вертикальной передачи вирусов при 
оплодотворении от сперматозоидов к зиготе. Полученные 
данные свидетельствуют о необходимости диагностики 
герпесвирусной инфекции эякулятов как при проведении 
ВРТ, так и при нарушениях фертильности мужчин в парах 
с бесплодием. Обнаружение ГВЧ в урогенитальном тракте 
открывает возможность разработки тактики лечения бес-
плодия у больных, выделяющих ГВЧ с эякулятом.
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Смирнов В.С.1, Слита А.В.2, Гаршинина А.В.2, Беляевская С.В.2, Аникин В.Б. 2, Зарубаев В.В.2

ВЛИЯНИЕ кОМБИНаЦИИ ГЛИЦИРРИЗИНОВаЯ кИСЛОТа + аЛЬФа-ГЛУТаМИЛ-
ТРИПТОФаН На ХОД ЭкСПЕРИМЕНТаЛЬНОЙ аДЕНОВИРУСНОЙ ИНФЕкЦИИ

1ЗАО «Медико-биологический научно-производственный комплекс “Цитомед”», 191023, г. Санкт-Петербург; 2ФГБУ «НИИ гриппа»  
Минздрава России, 197376, г. Санкт-Петербург

в работе изучена активность препаратов глицирризиновой кислоты (gl) и дипептида глутамил-триптофана 
(eW) по отдельности и в комбинации (gl + eW) на модели экспериментальной аденовирусной инфекции у 
сирийских хомяков. Показано, что использование препаратов gl и gl+ eW снижает репликативную актив-
ность аденовируса в печени на 0,6–1,2 lg TciD50 в зависимости от препарата и срока развития инфекции, 
а также приводит к нормализации структуры печени животных как на уровне световой микроскопии, так и 
на ультраструктурном уровне. Полученные данные позволяют рассматривать эти препараты как потенци-
альный компонент комплексной терапии аденовирусной инфекции.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  аденовирус; животная модель; глицирризиновая кислота; глутамил-триптофан; химиоте-
рапия.
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The eFFecT OF cOMBinaTiOn OF glYcYrrhiZic aciD WiTh alPha-glUTaMYl-TrYPTOPhan 
On The eXPeriMenTal aDenOViral inFecTiOn

1 MBRD “Cytomed”, St. Petersburg, 191023, Russian Federation; 2 Influenza Research Institute, St. Petersburg, 197376, 
Russian Federation

in this work, the activity of glycyrrhizic acid (gl) and dipeptide alpha-glutamyl-tryptophane (eW) as single prepa-
rations or in combination (gl+eW) against experimental adenoviral infection in the syrian hamsters was studied. 
application of gl and gl+eW was shown to decrease the level of the adenovirus replication in liver tissue by 
0.6 – 1.2 lgTciD50 depending on the composition and time point of the post infection. it was also demonstrated 
that normalization of the structure of the liver tissue was required, which was shown on the level of both optical 
and electron microscopy. The results obtained in this work suggest that gl and gl+eW may be considered as 
potential component of the complex therapy of adenoviral infection. 
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