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Согласно лабораторному руководству Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ) по исследованию и обработке 
спермы человека, 6-е издание (2021 г.) [1], существует ряд методов измерения уровней активных форм кислорода 
(АФК), фрагментации ДНК сперматозоидов (ДФС) и его индекса (DFI/DNA fragmentation index) в сперме, каждому 
из них присущи свои ограничения. Ввиду простоты исполнения не только в лабораторных условиях, но и местах 
оказания медицинской помощи (point-of-care/POC), мировым профессиональным сообществом отмечены два метода 
измерения АФК и ДФС как наиболее надежные: определение общей антиоксидантной способности спермы (ОС) и 
Гало-тест (Halo test/SCD /Sperm chromatin dispersion). Впервые в России были созданы два Набора реагентов (далее 
Набор): «ОксиСперм (NBT-тест)» (Россия) по методике с нитросиним тетразолием (NBT-тест/Tetrazolium Nitroblue) 
для измерения АФК и Гало-тест (SCD) «ГалоСперм» для оценки дисперсии хроматина сперматозоидов или ФДНКС. 
Оба Набора показали не только воспроизводимые результаты по сравнению с ВОЗ (2021), но и технологические 
преимущества по сравнению с описанными ВОЗ методами. В настоящей публикации представлены пошаговые 
инструкции по эксплуатации новых российских Наборов.
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According to WHO laboratory manual for the examination and processing of human semen, sixth edition (2021) [1], 
there are a number of techniques available to measure ROS (Reactive Oxygen Species) and DFI levels in semen and 
each of them has its inherent limitations. According to WHO (2021), two methods for measuring ROS and DFI seems 
to be attractive due to reliability and simplifying of performance not only in laboratory conditions but also 
in point-of-care (POC) one. Russian technique utilizes Tetrazolium Nitroblue for measuring ROS which kit named 
‘OxySperm (NBT-assay)’ and SCD-assay named ‘HaloSperm’ have been replicated and upgrade methods compared 
to WHO (2021) and another fundamental scientific papers. Both kits showed not only reproducible results compared 
with WHO (2021) but also have technological advantages over the previous described methods. This publication presents 
step-by-step operational procedures of novel Russian kits.
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Введение 
Руководство ВОЗ (2021) рекомендует прово-

дить дополнительное исследование спермы с по-
мощью тестов для выявления ОС или АФК (Глава 3 
«Продвинутые исследования») и тестов ДФС 
(Глава «Расширенные исследования») [1].  

В руководстве ВОЗ представлены методики 
для проведения этих лабораторных исследований, а 
также перечень используемых химических  
реагентов, которые в настоящее время не исполь-
зуются в лабораторной практике российских  
медицинских лабораторий. На сегодняшний день  
в России отсутствуют коммерчески доступные На-
боры, разрешенные к использованию в клиниче-
ской практике (отсутствует регистрационное удо-
стоверение (РУ)). Создавшаяся ситуация представ-
ляет широкие возможности для исследований и 
клинических разработок ученым, практикующим 
специалистам лабораторной медицины, компаниям-
производителям реагентов для диагностики in vitro.  

В 2022–2023 гг под руководством научного 
идеолога и разработчика лабораторных реагентов 
Международной Школы Цитологии и Медицинс-
кой Школы Инноваций (далее МШЦ&МШИ) и 
производителя российских реагентов на базе де-
партамента научно-исследовательской лаборато-
рии клинических разработок МШЦ&МШИ были 
созданы и апробированы Наборы для оценки ре-
продуктивного здоровья мужчины: «ГалоСперм» 
для оценки дисперсии ДНК-фрагментов спермато-
зоидов и «ОксиСперм (NBT-тест)» для определе-
ния АФК в сперме взрослого мужчины (оценка ОС 
эякулята). Российские разработки основывались 
на рекомендациях руководства ВОЗ (2021) [1],  
но, как показала практика, информации было либо 
недостаточно, либо состав химических реагентов 

представлял потенциальную угрозу здоровью пер-
сонала, либо рекомендуемый процесс проведения 
тестов был многоступенчатый и трудоемкий,  
что обусловило необходимость модификации  
методик и воссоздания Наборов, адаптированных 
к российским условиям. 

В настоящей статье представлены и подробно 
описаны инструкции к проведению исследований 
с помощью Наборов отечественного производства, 
которые в настоящее время проходят регистраци-
онные испытания, а также проводится параллель  
с рекомендуемыми методиками руководства ВОЗ 
(2021) [1].  

ОксиСперм(NBT-тест) vs методики ВОЗ (2021) 
Гипотеза о том, что дисбаланс окислительно-

восстановительных реакций в МДПЖ (мужских 
добавочных половых железах) может отрицательно 
сказываться на фертильности, выдвигалась десяти-
летиями [2–6]. Общепризнано, что АФК, продуци-
руемые лейкоцитами, лежат в основе их вредного 
воздействия, если концентрация в сперме превыша-
ет пороговые значения [7,8]. По данным мировой 
литературы, оксидативное повреждение спермато-
зоидов, в том числе ДНК-фрагментация, обуслов-
ленное повышением уровня АФК в эякуляте, может 
иметь место даже при концентрации ППК (перок-
сидазо-позитивных клеток) <1 млн/мл (ниже поро-
гового значения) [9–12]. 

Однако до сих пор в мире не было проведено 
исследования с убедительными доказательствами 
в пользу определенного теста или доказательства 
взаимосвязи между окислительно-восстановитель-
ными процессами и результатами спонтанного или 
искусственного зачатия. Тем не менее, общеприз-
нано, что ОС, вероятно, является важным модуля-
тором функции сперматозоидов человека и  
результатов успешного оплодотворения [13].  
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Поскольку одним из последствий ОС является по-
вреждение ДНК сперматозоидов, что является 
наиболее часто измеряемым маркером мужской 
фертильности, существует несколько других ме-
тодов исследования, которые можно использовать 
для непосредственного изучения баланса антиок-
сидантов и АФК. С точки зрения клинической ди-
агностики, эту группу анализов следует использо-
вать и интерпретировать с осторожностью только до 
тех пор, пока не будет получено более убедительное 
доказательство их клинической значимости.  

Процедуры, представленные в рекомендациях 
лабораторного руководства ВОЗ (2021), широко 
использовались в андрологических исследованиях, 
а также в некоторых андрологических клинико-
диагностических лабораториях (КДЛ) и лаборато-
риях вспомогательных репродуктивных техноло-
гий (ВРТ) [1].  

Несмотря на то, что лабораторные тесты,  
которые могут быть использованы для оценки ОС 
или АФК, различаются как по методу, так и  
по типу АФК, которые они обнаруживают, суще-
ствуют единые показания для их использования: 
прегравидарная подготовка супружеской пары  
без ВРТ; супружеские пары, планирующие зачатие 
в непродуктивном возрасте; идиопатическое  
бесплодие супружеской пары на протяжении шес-
ти месяцев и более; потеря беременности (выки-
дыши, замершая беременность); прегравидарная 
подготовка для ВРТ; неуспешные циклы ЭКО 
(плохое качество эмбриона во время второго цик-
ла донации яйцеклетки); перед программой ВМИ 
(внутриматочной инсеменации); возраст мужчины 
старше 40 лет; мужчины с нормальными парамет-
рами спермограммы (нормальными показателями 
подвижности, концентрации, жизнеспособностью 
и морфологией сперматозоидов), но с неудачными 
попытками зачатия, а также выкидышами и  
замершей беременностью у супруг; мужчины,  
которые носят тесное нижнее белье; мужчины, 
планирующие зачатие после химиотерапии;  
мужчины, планирующие зачатие с тяжелыми  
сопутствующими заболеваниями; мужчины  
с вредными привычками (курение, злоупотребле-
ние алкоголем, переедание, малоподвижный образ 
жизни); мужчины с урогенитальными инфекция-
ми; мужчины с варикоцеле; мужчины, у которых  
в анамнезе рак; идиопатическое мужское бесплодие. 

Руководство ВОЗ рекомендует три метода – 
люминолзависимой хемилюминесценции, измере-
ние окислительно-восстановительного потенциала  
(REDOX) и оценка общей оксидантной способно-
сти спермы.  

Метод люминолзависимой хемилюминесцен-
ции основан на хемилюминесцентной реакции 
люминола при вступлении в реакцию со свобод-
ным радикалом с последующим измерением  
результата с помощью люминометра и расчета 
количества относительных световых единиц  
на миллион сперматозоидов. Отмечено, что лю-
минометры, как правило, не аккредитованы  
для диагностики in vitro, они предназначены толь-
ко для научных исследований. Конструкция при-
боров (например, объем пробы) и, как следствие, 
калибровка, чувствительность, динамический диа-
пазон и даже используемые единицы измерения 
сильно различаются. В этой связи из-за описанных 
различий между приборами и методологиями и 
низкой прогностической ценности конечного ре-
зультата не существует согласованных контроль-
ных значений. 

Многие факторы влияют на итоговый сигнал, 
поэтому результаты очень чувствительны к обра-
щению с образцом и времени измерения. 

Метод люминолзависимой хемилюминесцен-
ции чувствителен к рН, изменениям температуры 
и воздействию химических веществ, которые  
часто варьируются в зависимости от свойств эяку-
лята, таких как аскорбиновая кислота (снижает 
сигнал) или тиолсодержащие молекулы (повыша-
ют результаты), а также к уровням других присут-
ствующих белков. В соответствии с этим, метод  
не предназначен для рутинных исследований  
в лабораторной практике. 

REDOX-метод основан на прямом измерении 
окислительно-восстановительного баланса эякуля-
та электрохимическим способом. В настоящее 
время метод является предметом многочисленных 
исследований в области бесплодия, так как требу-
ет минимальных манипуляций и, следовательно, 
вполне поддающийся стандартизации. Проблема 
широкомасштабного внедрения метода в практику 
в том, что отсутствует опубликованная убедитель-
ная доказательная база для этого метода, поэтому 
настоящее время он по-прежнему рассматривается 
как исследовательский тест. К тому же вязкость 
пробы и плохое разжижение могут затруднить 
прохождение пробы и, следовательно, заполнение 
контрольной камеры. 

Оценка общей оксидантной способности 
предназначена для получения информации о ком-
пенсаторной возможности эякулята нейтрализо-
вать любой ОС. Таким образом, это измерение 
способности антиоксидантных ферментов и сис-
тем в семенной плазме, а также любых антиокси-
дантов, полученных из пищевых или иных  
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веществ, которые попадают в семенную плазму 
(но не в сперматозоиды, так как они удаляются 
центрифугированием). В ходе анализа присутст-
вующие антиоксиданты ингибируют окисление 
ABTS (2’-азинобис-3-этилбензтиазолинсульфокис-
лоты) катионом-радикалом. Метод был разработан 
для многих биологических жидкостей организма и 
не специфичен для спермы [14]; основан на коло-
риметрии и предназначен для оценки результатов 
на соответствующем анализаторе. 

Процедура проведения метода наряду с веще-
ствами, которые могут влиять на результаты анали-
за, широко описаны в научно-практической литера-
туре и имеет обширную доказательную базу [1,15]. 

Как было отмечено выше, существует ряд  
методов для измерения АФК в сперме, и каждому 
из них присущи свои ограничения [16]. Рос- 
сийские ученые и производители реагентов  
для лабораторной медицины создали доступный  
в исполнении метод измерения внутри- и внекле-
точного АФК на поверхности мембраны спермато-
зоидов [1,17], который представляет собой  
бесприборную диагностику с помощью Набора 
«ОксиСперм» (NBT-тест), основанный на визу-
альной оценке результатов согласно цветовой 
оценочной шкале, соответствующей уровню АФК. 
Проект рабочей инструкции, разработанный и ап-
робированный на исследовательских образцах 
спермы, обеспечивает минимальное время оборота 
теста (ТАТ/turnaround time), максимальную безо-
пасность персонала и простоту исполнения. Одно-
ступенчатость теста представляет высокие пре-
имущества по сравнению с методиками, описан-
ными  
в руководстве ВОЗ (2021), что делает возможным 
его применение не только в условиях КДЛ, но и  
в кабинете врача (point-of-care testing/POCT).  

Проект инструкции Набора «ОксиСперм» 
(NBT-тест) 

Назначение. Набор используется для опреде-
ления АФК в сперме взрослого мужчины. 

Принцип тестирования. Супероксид-ионы 
АФК сперматозоидов обладают высокой реакци-
онной способностью, которая может быть восста-
новлена с помощью NBT-реагента (нитросиний 
тетразолий) до синего формазана. Цвет формазана 
положительно коррелирует с содержанием O2  
в сперме. 

Состав. Набор представлен в двух комплек-
тациях – комплект 1 и 2 на 20 и 50 определений 
соответственно. Основной реагент – это микро-
пробирка с микрогелем, куда необходимо внести 
образец эякулята.  

Условия и продолжительность хранения. 
Набор хранится при температуре от 4 до 25 C 

в темном месте в течение 12 месяцев.  
Не использовать набор после истечения срока 

годности. 
Оборудование и материалы (требуемые,  

но не включенные в Набор). 
 Контейнеры для размещения и транспор-

тировки пробы эякулята. 
 Одноразовые латексные перчатки. 
 Поверенные микропипетки на 1…5 мкл, 

20…200 мкл, 100…1000 мкл и одноразовые нако-
нечники к ним. 

 Холодильник фармацевтический на  
+ 2…+8 C. 

 Водяная баня или термостат с постоянной 
температурой 37 C. 

 Сухожаровый шкаф или водяная баня  
на +80…+100 C. 

 Вытяжной шкаф. 
Требования к образцам эякулята. 
 Образец должен быть собран путем мас-

турбации или полового контакта после 48-ми ча-
сов воздержания. 

 Если образец высокой вязкости или плохо 
разжижается, следует провести химическое раз-
жижение с помощью разжижающего раствора 1:1. 
Рекомендуется использовать реагент для разжи-
жения. 

 

Табица 1 / Tablе 1  
Основной cостав «ОксиСперм» (NBT-тест) 

Main compositions of kit OxySperm (NBT-assay) 
 

№ Спецификация/Specification 
Комплект 1/

Set 1 
Комплект 2/

Set 2 

1 
Микропробирки 0,5 мл с микрогелем и NTB-реагентом (реакционная ячейка)/ 

microtubes 0.5 ml with gel low melting point and NBT 
20 шт 50 шт 

2 
Плавающая ячейка с отверстиями для микропробирок/  

Float 
1 шт 2 шт 

3 
30% Н2О2 для положительного контроля, 10 мл/ 

30% Н2О2 for positive control 10 ml 
1 шт 1 шт 
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 Образец должен быть свежим, без крио-
консервации.  

 Если образец не может быть протестирован 
вовремя, допускается кратковременное хранение 
свежей спермы в закрытом одноразовом контейнере 
при температуре 2…8 C в течение 6…8 часов. 

Процесс проведения анализа. 
1. Приготовление реагента. 
Перед проведением анализа реакционную 

ячейку необходимо разместить в сухожаровый 
шкаф или водяную баню на +80…+100 C до пол- 
ного разжижения геля. Затем перенести реак- 
ционную ячейку в водяную баню или термостат 
при 37 C на пять минут для стабилизации темпе- 
ратуры. 

Цвет микрогеля должен быть беловато-
желтоватый. Если цвет микрогеля темно-желтый, 
значит реагент потерял эффективность.  

2. Подготовка образца. 
Добавить в реакционную ячейку 100 мкл эя-

кулята. Во избежание дополнительного стресса 
сперматозоидов образец эякулята аккуратно раз-
мешать наконечником дозатора без образования 
пузырьков, смешать с микрогелем реакционной 
ячейки, выдержать 1–2 мин. 

3. Инкубация. 
Вставить реакционную ячейку в отверстие 

плавающего планшета при 37 C на водяную баню 
(в условиях КДЛ) или разместить ячейку в термо-
стат при 37 C (в условиях POCT) на 30 мин. 

4. Оценка результата. 
Оценить результат невооруженным глазом.  

Результат основывается на интенсивности 
цвета согласно цветовой шкале, а уровень АФК 
относится к идентификационным критериям теста.  

Референсные результаты. Отрицательно (–); 
слабо-положительно (+); положительно (++);  
резко-положительно (+++). 

Показатель эффективности продукта – отри-
цательный (–) холостой тест, то есть реакционная 
ячейка с микрогелем без добавления эякулята  
не дает окрашивания, соответствующего цветовой 
шкале. 

Ограничения метода. Концентрация спермато-
зоидов <2 млн/мл, криптозооспермия, азооспермия.  

Отрицательный контроль. Цвет расплавлен-
ного при +80…+100 C микрогеля и доведенного  
до комнатной температуры 22 C без добавления 
эякулята – беловато-желтоватый.  

Положительный тест. Цвет расплавлен- 
ного при +80…+100 C микрогеля с добавлением 
200 мкл 30 % Н2О2 и выдержанного при темпера-
туре 37 °C 30 мин – от светло-сиреневого до тем-
но-сиреневого. 

Методические рекомендации руководства 
ВОЗ (2021) и концепция разработанных операци-
онных процедур первого российского технологи-
ческого решения «ОксиСперм» (NBT-тест) совпа-
дают по принципу определения общей антиокси-
дантной способности эякулята, описанного в ВОЗ 
(2021) в Главе «Продвинутые исследования» [1]. 
Различия состоят только в применении разных 
химических реагентов для проведения реакции 
(ABTS и NBT-реагент) и в способе конечной 

 
Таблица 2 / Table 2  

 

Цветовая шкала оценки уровня АФК 
Colour scale for scoring ROS level 

 

Интерпретация результата/ 
Result identification 

Цвет/  
Colour 

Цветовая кодировка/  
Colour Code 

Норма(-)/ 
Normal (Negative) 

Беловато-желтоваты/ 
светло-розовый 

 

Низкий уровень АФК(+)/ 
Low level of ROS (+) 

Светло-сиреневый 
 

Средний уровень АФК(++)/ 
Moderate level of ROS (++) 

Сиреневый 

 

Высокий уровень АФК (+++)/ 
High level of ROS (+++) 

Темно-сиреневый 
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оценки результатов (приборная и визуальная 
оценки). Важно подчеркнуть, что операционные 
процедуры отечественного Набора простые и за-
нимают в общей сложности около 40 мин. Техно-
логические испытания Набора показали беспри-
борное получение информативных результатов 
анализа как в условиях КДЛ, так и в условиях 
POCT, что отражено на рис. 1. 

Набор «ГалоСперм» (Россия) vs методики 
ВОЗ (2021) 

Повреждение ДНК сперматозоидов можно оп-
ределить как любое химическое изменение в нор-
мальной структуре ДНК. Среди этих изменений 
ДФС в виде одноцепочечных или двухцепочечных 
разрывов является одним из наиболее распростра-
ненных нарушений, влияющих на генетический ма- 
 

 
 

Рис. 1. Визуальная оценка результатов теста  
«ОксиСперм» (NBT-тест) согласно цветовой шкале 

Fig. 1. Scoring by OxySperm (NBT-assay)  
according to the colour scale 

териал. ДФС может быть вызвана различными про-
цессами, включая дефектную упаковку ДНК во вре-
мя сперматогенеза, а также процессы гибели клеток 
и окислительного стресса, которые могут быть свя-
заны с несколькими патологическими состояниями и 
условиями окружающей среды [18–20]. 

Несмотря на то, что способность к оплодотво-
рению сперматозоидов, содержащих дефектную 
(фрагментированную ДНК), может и не нарушать-
ся, многочисленные мета-анализы, опубликованные 
в последние годы, указывают на то, что ДФС может 
повлиять на развитие эмбриона, имплантацию и 
беременность как при спонтанном оплодотворении, 
так и при ДФС [21–24]. 

Также известно, что ДФС распространена сре-
ди мужчин с аномальными параметрами эякулята, 
но было высказано предположение, что это связано 
со случаями бесплодия у лиц с нормозооспермией. 
Поскольку ДФС лишь частично связана с качест-
вом спермы [18,25], она может стать важным до-
полнением в лечении мужского бесплодия, предос-
тавив возможность лечащему врачу один  
из наиболее обсуждаемых и многообещающих 
биомаркеров в фундаментальной и клинической 
андрологии. 

Было разработано несколько методов опреде-
ления ДФС. Представленные здесь методы широко 
использовались в течение последних 20 лет в лабо-
раториях андрологии и ВРТ. Анализы, которые мо-
гут быть использованы для оценки ДФС, различа-
ются как по методу, так и по типу обнаруживаемых 
повреждений. Идентификация фрагментов повреж-
денных ДНК (одиночный или двойной разрыв), ме-
ченных dUTP с помощью терминальной дезокси-
нуклеотидил-трансферазы (TUNEL/nick-end labeling 
of dUTP using terminal deoxynucleotidyl transferase) и 
электрофорез в одноклеточном геле (Comet assay) 
непосредственно оценивают наличие одноцепочеч-
ных и/или двухцепочечных разрывов в ДНК,  
в то время как проточная цитометрия с акри- 
диновым оранжевым (AO FCM/Acridine orange 
flow cytometry) и тест на дисперсию хроматина 
сперматозоидов (SCD/Sperm chromatin dispersion 
test) или так называемый Гало-тест (Halo  
assay) определяют восприимчивость хроматина  
к обработке кислотой [1]. В настоящее время  
не определен «золотой стандарт» измерения  
ДФС и его оптимальные пороговые значения,  
однако, в руководстве ВОЗ (2021) приводятся  
вышеперечисленные тесты, которые кажутся на-
дежными для получения информации о качестве 
ДНК сперматозоидов, что важно для установления 
мужского фактора бесплодия [1]. Пороговые зна-
чения этих методов будут специфичны для каждо-
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го анализа и метода, с помощью которых они про-
водились. Для клинического применения соответ-
ствующие пороговые значения должны быть уста-
новлены и подтверждены референсной лаборато-
рией. Для оценки диагностической значимости  
для каждого пациента важно, чтобы изучались  
не только популяционные корреляции; данные  
о прогностической ценности положительных и 
отрицательных результатов необходимы для под-
тверждения полезности этих тестов в реальной 
клинической практике. 

Метод TUNEL является еще одним из наибо-
лее распространенных методов оценки фрагмен-
тации ДНК сперматозоидов. Анализ основан  
на обнаружении разрывов цепей ДНК in situ путем 
их маркировки флуорохромами или зондами,  
меченными биотином, которые используются  
со стрептавидин-HRP (пероксидазой хрена) и хро-
могенным субстратом HRP. Принцип метода  
заключается в маркировке разрывов, присутст-
вующих в ДНК, дезоксинуклеотидами (обычно 
дезоксиуридинтрифосфатом/dUTP), которые, в 
свою очередь, могут быть непосредственно конъ-
югированы с флуоресцентным красителем или 
помечены биотином. 

Метод может быть выполнен несколькими 
способами. В мире существует коммерческие на-
боры, которые содержат меченые зонды и фермент 
TDT, необходимый для связывания зонда  
с разрывами ДНК. После маркировки процентное 
содержание сперматозоидов можно определить  
с помощью флуоресцентной микроскопии или 
проточного цитометра. В случае зондов, меченных 
биотином, для выявления меченых сперматозои-
дов необходимы пероксидаза хрена и хромоген-
ный субстрат HRP. Клетки, окрашенные этим ме-
тодом, можно визуализировать микроскопически, 
однако, для высокопроизводительной оценки кли-
нических образцов спермы TUNEL можно исполь-
зовать в сочетании с проточной цитометрией,  
с помощью которой возможна количественная 
оценка доли генетически скомпрометированных 
клеток в образце спермы. 

Comet assay (СA) – метод оценки ДФС в от-
дельных сперматозоидах, основанный на диффе-
ренциальной миграции разорванных нитей ДНК 
под воздействием электрического поля в зависи-
мости от заряда и размера нитей [26,27]. Название 
теста связано с появлением «кометы» окрашенных 
размотанных фрагментов ДНК при просмотре  
под флуоресцентным микроскопом, которые отде-
ляются от головки сперматозоида после электро-
форетического перемещения. Сперматозоиды  

помещают в тонкую агарозную матрицу,  
где в условиях высокого содержания соли стиму-
лируется лизис, вызванный детергентом. Эта об-
работка удаляет ядерные белки, позволяя образо-
вывать нуклеоидоподобные структуры, которые  
в щелочных условиях позволяют двухцепочной 
ДНК внутри нуклеоидов разматываться. Во время 
последующей стадии электрофореза разорванные 
нити ДНК мигрируют к аноду, создавая характер-
ный дисперсионный рисунок, напоминающий 
хвост кометы. Неповрежденная ДНК составляет 
головную часть «кометы», в то время как фраг-
ментированные штаммы ДНК составляют хвост 
«кометы». Относительная флуоресценция этого 
последнего элемента по сравнению с головкой 
служит показателем уровня повреждения ДНК [28]. 
Подсчет «комет» может быть произведен визуаль-
но или с помощью программного обеспечения  
для подсчета баллов [29,30]. На каждый дубли-
рующийся слайд должно быть набрано не ме- 
нее 50 «комет». Также в мире, за исключением 
России, доступны коммерческие наборы и про-
граммное обеспечение для CA. В нескольких ис-
следованиях сообщалось о диагностических поро-
гах ДФС при оценке с использованием анализа CA. 
Пороговые значения сильно отличаются друг  
от друга и зависят от условий, при которых прово-
дится анализ и исследуемого фенотипа [31–33]. 
Поскольку CA включает в себя множество мето-
дологических этапов, требует высокого уровня 
знаний для интерпретации результатов и имеет 
значительный уровень межлабораторных вариа-
ций, его использование может оказаться неподхо-
дящим для некоторых лабораторий. 

Метод AO FCM основан на уникальном  
свойстве акридинового оранжевого (АО) излучать 
зеленую флуоресценцию, когда он вставляется 
между двухцепочечной ДНК, и красную флуорес-
ценцию, когда он связан с одноцепочечной ДНК. 
Текущая версия, описанная Эвенсоном [34], может 
быть использована для оценки свежих и/или замо-
роженных образцов и включает в себя только два 
основных методологических этапа. На первом 
этапе сперматозоиды обрабатывают раствором 
детергента с низким рН (1,2), чтобы денатуриро-
вать их хроматин и обеспечить его последующее 
окрашивание; на втором этапе суспензию сперма-
тозоидов нейтрализуют, и клетки окрашивают 
вторым раствором, содержащим АО. Данные  
о красной и зеленой флуоресценции собираются 
методом проточной цитометрии и преобразуются 
для определения степени красной флуоресценции 
в популяции сперматозоидов, известной как DFI. 



Новый взгляд из клинической и фармацевтической практики 

Давидова Ж. Ю. «Технологическое решение для оценки активных форм кислорода и дисперсии хроматина сперматозоидов: адаптация рекомендаций…» 
 

54 Лабораторная и клиническая медицина. Фармация, 2023, том 3, № 3 

Анализ собранных данных может быть выполнен  
с помощью любого программного обеспечения 
для проточной цитометрии. Также в мире, кроме 
России, доступны коммерческие наборы реагентов 
и программное обеспечение к ним. В нескольких 
исследованиях сообщалось о диагностических  
порогах DFI, измеренных методом проточной  
цитометрии с использованием АО [35,36], но каж-
дая отдельная лаборатория должна определять 
свои референсные интервалы согласно обследуе-
мой популяции. 

SCD/Halo assay на дисперсию хроматина 
сперматозоидов, основан на световой микроско-
пии для оценки восприимчивости ДНК спермато-
зоидов к кислотной денатурации. SCD основан  
на принципе, согласно которому неповрежденные 
петли ДНК расплетаются после денатурации и 
экстракции ядерных белков, тогда как при ДФС 
дисперсия не развивается или является минималь-
ной. Этот метод основан на способности интакт-
ного хроматина сперматозоидов образовывать 
дисперсионные ореолы после воздействия кисло-
ты и лизирующего раствора; ореолы соответству-
ют расплетенным петлям ДНК, прикрепленным  
к остаточной ядерной структуре, которые высво-
бождаются после удаления ядерных белков.  
Разрывы ДНК, поскольку они подвержены дена-
турации, предотвращают это рассеивание. Метод 
состоит из трех основных этапов:  

1) встраивание сперматозоидов в агарозную 
матрицу, которая обеспечивает инертный субстрат, 
подобный суспензии, для манипулирования клет-
ками;  

2) инкубация в кислотном растворе для разма-
тывания ДНК с последующим лизированием;  
кислотный раствор действует как денатурант ДНК, 
который растворяет двойную спираль ДНК только  
в присутствии повреждения ДНК, а лизирующий 
раствор используется для удаления ядерных белков; 

3) промывка и обезвоживание в этаноле с воз-
растающей концентрацией и окрашивание для ви-
зуализации под световым микроскопом [37,38].  

Тест SCD также в мире, за исключением Рос-
сии, доступен в виде коммерческих наборов, кото-
рые содержат все необходимые реагенты для ана-
лиза, что обеспечивает простоту его применения и 
технической эксплуатации, а также позволяет по-
лучать воспроизводимые результаты в различных 
КДЛ. Результаты классифицируют в соответствии 
с критериями Фернандеса и др. [39], оценивая 
дисперсионный ореол (гало):  

1) большой: ширина ореола равна или больше 
малого диаметра сердцевины;  

2) средний: размер ореола находится между 
размерами с большим и с маленьким ореолом;  

3) маленький: ширина ореола равна или 
меньше одной трети малого диаметра сердцевины;  

4) без ореола;  
5) без ореола-разрушенные: т.е. те, у которых 

нет ореола, и сердцевина неравномерно или слабо 
окрашена. Эта категория связана с серьезными 
повреждениями, затрагивающими как ДНК, так и 
белковые соединения. 

Необходимо исследовать препарат под свето-
вым микроскопом и иммерсионным объективом 
х100. Подсчет на 500 сперматозоидов на каждый 
препарат рекомендовано. Результаты должны быть 
представлены в процентах от каждой категории. 
Процент сперматозоидов с фрагментированной 
ДНК равен сумме сперматозоидов с маленьким 
ореолом, без ореола и без ореола-разрушенных. 

На тему SCD опубликован ряд небольших ис-
следований, направленных на изучение его клини-
ческого применения [39–59], но каждая отдель- 
ная КДЛ должна определять свои референсные 
интервалы согласно обследуемой популяции. 

Российские ученые и производители реаген-
тов для лабораторной медицины разработали и 
создали отечественный Гало-тест (SCD) для оцен-
ки дисперсии ДНК-фрагментов сперматозоидов  
в улучшенном варианте исполнения. Пошаговая 
инструкция российского технологического ре- 
шения «ГалоСперм» представлена в настоящей 
публикации. 

Проект инструкции Набора «ГалоСперм»  
(Россия) 

Назначение. Набор предназначен для оценки 
целостности ДНК сператозоидов в эякуляте чело-
века или других млекопитающих. 

Принцип тестирования. Свежий образец эя-
кулята с концентрацией 5 – 10 млн/мл наносится 
на предметное стекло в инертный микрогель. Пер-
воначальная обработка раствором, который дена-
турирует ДНК клеток сперматозоидов, приводит  
к фрагментации ДНК. Затем проводится обработка 
раствором, который разрушает большинство бел-
ков ядра.  

Интактные (неповрежденные/нефрагментиро-
ванные) молекулы ДНК расширяются после дена-
турации и экстракции ядерных белков с образова-
нием нуклеол с большими специфическими орео-
лами (гало) расплетенных петель ДНК, которые 
выходят из центрального ядра.  

При фрагментации ДНК дисперсия не разви-
вается или минимальна и сопровождается образо-
ванием нуклеол без ореола рассеивания, либо оре-
ол (гало) слабо выражен. 
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Состав. Набор содержит все необходимое  
для технологического процесса теста в условиях 
КДЛ (табл. 3). Реагент № 1 предназначен для разве-
дения эякулята до концентрации 5 – 10 млн/мл;  
Реагент № 2 необходим для денатурации и экстрак-
ции ядерных белков; Реагент № 3 – для удаления 
ядерных белков; Реагенты № 4 – 6 – для окрашива-
ния и оценки результатов под световым микро-
скопом. Входящие в состав Набора слайд-баррели 
с плотно закрывающимися крышками предназна-
чены для размещения Реагентов № 1 – 6. Стекла 
предметные предподготовленные с микрогелем 
предназначены для встраивания сперматозоидов  
в агарозную матрицу, которая обеспечивает 
инертный субстрат, подобный суспензии, для ма-
нипулирования клетками. Микропробирки типа 
Эппендорф 0,5 мл с микрогелем (реакционные 
ячейки) предназначены для размещения эякулята, 
концентрация которого от 5 – 10 млн/мл. Плаваю-
щая ячейка с отверстиями для микропробирок об-
легчает размещение реакционных ячеек на водя-
ной бане.  

Формат набора «ГалоСперм»: комплект 1 –  
на 20 определений и комплект 2 – на 50 опре- 
делений. 

Условия и продолжительность хранения. 

Набор хранится при температуре от +4  
до +25 C в темном месте в течение 12 месяцев. 
После получения Набор необходимо поместить  
в темное место при температуре +4…+22 С.  
Перед использованием все реагенты набора дове-
сти до комнатной температуры (22 С). После 
вскрытия Набор рекомендовано хранить в темном 
месте при температуре +2…+8 С. Дата использо-
вания набора отмечена на упаковке. Не использо-
вать набор по истечению срока годности. 

Оборудование и материалы (требуемые,  
но не включенные в Набор). 

Вода дистиллированная, светлопольный мик-
роскоп, счетчик форменных элементов, холодиль-
ник фармацевтический на + 2…+8 C, морозиль-
ник на –20 °C, водяная баня или термостат с по-
стоянной температурой 37 °C, сухожаровый шкаф 
или водяная баня на +80…+100 °C, низкоскорост-
ная центрифуга, вытяжной шкаф, контейнеры для 
размещения и транспортировки пробы эякулята, 
одноразовые латексные перчатки, покровные 
стекла (22×22 мм), поверенные микропипетки  
на 1…5 мкл, 20…200 мкл, 100...1000 мкл и одно-
разовые наконечники к ним, пипетки Пастера, 
пробирки полипропиленовые для образца эякуля-
та, бумага фильтровальная, алюминиевый/плас-
тиковый лоток. 

 
Таблица 3 / Table 3 

 

Основной состав «ГалоСперм» 
Main compositions of kit HaloSperm 

 

№ 
Состав/  

Main compositions 
Комплект 1/ 

Set 1 
Комплект 2/ 

Set 2 

1 Реагент № 1/Reagent 1 20 мл 50 мл 

2 Реагент № 2/Reagent 2 50 мл 100 мл 

3 Реагент № 3/Reagent 3 50 мл 100 мл 

4 Реагент № 4/Reagent 4 50 мл 100 мл 

5 Реагент № 5/Reagent 5 50 мл 100 мл 

6 Реагент № 6/Reagent 6 50 мл 100 мл 

7 Слайд-баррель на 2 стекла/Slide barrel for 2 slides 5 шт 5 шт 

8 
Стекла предметные предподготовленные с микрогелем/  

Pre-coated slides 
1 бокс  

(20 шт/в боксе) 
1 бокс  

(50 шт/в боксе) 

9 
Микропробирки типа Эппендорф 0,5 мл с микрогелем  

(реакционные ячейки)/ 
Microtubes 0.5 ml with gel low melting point 

20 шт 50 шт 

10 
Плавающая ячейка с отверстиями для микропробирок/ 

Float 
1 шт 2 шт 
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Требования к образцам эякулята. 
 Образец должен быть собран путем мас-

турбации или полового контакта после 48-ми ча-
сов воздержания. 

 Образец должен быть свежим, без крио-
консервации.  

 Образец должен быть доставлен в меди-
цинскую лабораторию немедленно.  

Подготовка пробы к анализу. 
Образец эякулята должен быть разжижен и 

хорошо перемешан без образования пены и пу-
зырьков воздуха. Оптимальное время выполнения 
теста для получения точного результата – в интер-
вале между 30…60 минутами после сбора спермы. 

Если образец высокой вязкости или плохо 
разжижается, следует провести химическое раз-
жижение с помощью разжижающего раствора 1:1. 
Рекомендуется использовать реагент для разжи-
жения. 

ВАЖНО! При подготовке образца эякулята  
к исследованию (согласно п. 3.2 процесса прове-
дения анализа) необходимо учитывать разведение. 

Процесс проведения анализа. 
1. Разместить промаркированную пробирку  

с разжиженным образцом эякулята (с ID образца) 
на рабочий стол 

2. Довести все реагенты Набора до комнат-
ной температуры (22 С) Перед использованием 
хорошо перемешать, так как может образоваться 
осадок. 

3. Подготовить образцы эякулята: 
3.1. Подсчитать концентрацию сперматозои-

дов в образце эякулята в мл/мл. 
3.2. Образец спермы необходимо развести 

Реагентом №1 до концентрации 5 – 10 млн/мл.  
Не допускать чрезмерного загустевания раствора. 

4. Подготовить микрогель: 
4.1. Поместить реакционную ячейку в пла-

вающую ячейку в кипящую водяную баню, погру-
зив его до уровня крышки; оставить в воде на пять 
минут при температуре +80…+100 С, пока мик-
рогель не расплавится, предварительно убедив-
шись либо переворачиванием ячейки на бок, либо 
аспирацией аликвоты расплавленного микрогеля  
с помощью наконечника и дозатора. 

4.2. Переместить реакционную ячейку в во-
дяную баню-термостат на 37 °С на пять минут. 

4.3. Добавить в реакционную ячейку 60 мкл 
образца эякулята, подготовленного в п. 3.2. 

4.4.  Хорошо перемешать и довести до темпе-
ратуры 37 С. 

5. Подготовить слайд-препараты: 
5.1. В предварительно охлажденный  

до +2…+8 С в течение пяти минут алюминие-

вый/пластиковый лоток поместить горизонтально 
предподготовленное предметное стекло с микро-
гелем (входит в состав набора) рабочей поверхно-
стью вверх. 

5.2. На предметное стекло, находящееся  
в охлажденном лотке, поместить аликвоту суспен-
зии эякулята из реакционной ячейки, подготов-
ленную в п. 4.3–4.4 в количестве 60 мкл и, избегая 
образования пузырьков воздуха, накрыть покров-
ным стеклом размером 22×22 мм. Если жидкость 
не распределяется равномерно до краев покровно-
го стекла, аккуратно нажать на него кончиком 
микропипетки. 

5.3. Поместить предварительно охлажденный 
алюминиевый/пластиковый лоток с приготовлен-
ным препаратом в холодильник и оставить  
при температуре +2…+8 С в течение пяти минут, 
пока не застынет суспензия под покрывным стеклом. 

5.4. Удалить покровное стекло, аккуратно его 
сдвинув и не повредив препарат.  

6. Денатурация Реагентом № 2: 
6.1. Немедленно разместить предметное стекло 

с препаратом, подготовленным в п. 5.4, в вертикаль-
ном положении в слайд-баррель с Реагентом № 2  
до полного покрытия стекла. 

6.2. Оставить препарат на 7 минут при ком-
натной температуре (+22 С) для инкубации. 

6.3. Достать пинцетом слайд-препарат из Реа-
гента № 2. 

6.4. Промокнуть стекающие капли фильтро-
вальной бумагой. 

7. Лизис Реагентом № 3: 
7.1. Разместить предметное стекло с препара-

том, подготовленным в п. 6.4, в вертикальном по-
ложении в слайд-баррель с Реагентом № 3 до пол-
ного покрытия стекла. 

7.2.  Оставить препарат на 25 минут при ком-
натной температуре (22 С) для инкубации. 

7.3. Достать пинцетом слайд-препарат из Реа-
гента № 3. 

7.4. Промокнуть стекающие капли фильтро-
вальной бумагой. 

8. Промывка дистиллированной водой: 
8.1. Разместить предметное стекло с препара-

том, подготовленным в п. 7.4, в горизонтальном 
положении в лоток, налить на стекло 8 – 10 мл 
дистиллированной воды, чтобы стекло было пол-
ностью покрыто водой. 

8.2. Оставить препарат на пять минут при 
комнатной температуре (+22 С) для инкубации и 
полного удаления следов Реагента № 3. 

8.3. Достать пинцетом слайд-препарат из дис-
тилированной воды. 

8.4. Промокнуть стекающие капли фильтро-
вальной бумагой. 
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9. Окрашивание препарата: 
9.1. Разместить предметное стекло с препара-

том, подготовленным в п. 8.4, в слайд-баррель  
с Реагентом № 4, чтобы стекло было полностью 
покрыто Реагентом № 4 на 4–5 минут. 

9.2. Достать пинцетом слайд-препарат из Реа-
гента № 4. 

9.3. Разместить предметное стекло с препара-
том, подготовленным в п. 9.2, в слайд-баррель  
с Реагентом № 5, чтобы стекло было полностью 
покрыто Реагентом № 5 на одну минуту. 

9.4. Достать пинцетом слайд-препарат из Реа-
гента № 5. 

9.5. Разместить предметное стекло с препара-
том, подготовленным в п. 9.4, в слайд-баррель  
с Реагентом № 6, чтобы стекло было полностью 
покрыто Реагентом № 6 на две минуты. 

9.6. Достать пинцетом слайд-препарат из Реа-
гента № 6. 

9.7. Погрузить предметное стекло с препара-
том в вертикальном положении в контейнер с дис-
тиллированной водой так, чтобы стекло было пол-
ностью покрыто водой, для полного удаления сле-
дов Реагента № 6. 

9.8. Немедленно достать пинцетом слайд-
препарат из дистиллированной воды. 

9.9. Промокнуть стекающие капли фильтро-
вальной бумагой и высушить препарат на воздухе. 
Препарат готов для микроскопии. 

10. Микроскопия препарата: 
10.1. Исследовать от 200…500 (500 рекомен-

довано ВОЗ, 6-е издание, 2021 г) сперматозоидов  
в образце подготовленного для исследования эя-
кулята с помощью светооптического микроскопа 
на иммерсионном объективе 100. 

10.2. Гало сперматозоидов в исследуемом 
препарате классифицировать по пяти категориям 
согласно критериям Fernández, et al. [39]. 

1. ФРАГМЕНТАЦИЯ ДНК ОТСУТСТВУЕТ – 
ОПТИМАЛЬНОЕ КАЧЕСТВО ЭЯКУЛЯТА –  
нет разрывов/повреждения ядерной ДНК сперма-
тозоидов. 

Микроскопическая картина препарата: 
сперматозоиды с большим гало (Large/L) (спер-
матозоид, размер гало которого больше или такой 
же, как внутренний диаметр ядра) (рис. 3). 

2. ФРАГМЕНТАЦИЯ ДНК ПРИСУТСТВУ-
ЕТ, НО БЕЗ ЗНАЧИМОГО ВЛИЯНИЯ НА ЭМ-
БРИОГЕНЕЗ – некоторые разрывы/повреждения 
ядерной ДНК сперматозоидов. 

Микроскопическая картина препарата: 
сперматозоиды с гало среднего размера 
(Medium/M) (сперматозоид с гало, размер которо-
го меньше большого гало и больше малого гало 
сперматозоида) (рис. 2, 4). 

3. ФРАГМЕНТАЦИЯ ДНК ПРИСУТСТВУЕТ, 
CУБОПТИМАЛЬНОЕ КАЧЕСТВО ЭЯКУЛЯТА – 
значимые разрывы/повреждения ядерной ДНК 
сперматозоидов. 

Микроскопическая картина препарата: 
сперматозоид с малым гало (Small/S) (спермато-
зоид, размер ореола которого меньше 1/3 или та-
кой же, как внутренний диаметр ядра) (рис. 4 – 6). 

4. ФРАГМЕНТАЦИЯ ДНК ПРИСУТСТВУЕТ, 
НЕОПТИМАЛЬНОЕ КАЧЕСТВО ЭЯКУЛЯТА – 
значимые разрывы/повреждения ядерной ДНК 
сперматозоидов. 

Микроскопическая картина препарата: спер-
матозоид без гало (Without HALO /WH) (рис. 4, 6). 

5. ФРАГМЕНТАЦИЯ ДНК ПРИСУТСТВУЕТ, 
ЭЯКУЛЯТ НИЗКОГО КАЧЕСТВА – полная де-
градация ядерной ДНК сперматозоидов. 

Микроскопическая картина препарата: раз-
рушенный сперматозоид без гало (Without 
HALO -Degraded/WHD) (сперматозоид без орео-
ла и с ядром, которое неравномерно или слабо ок-
рашено) (рис. 5, 6). 

10.3. Подсчитать процентное содержание 
сперматозоидов с фрагментированным ДНК со-
гласно следующей формуле: 

 

%100
N

WHDWHS
DFI


 , 

 

где DFI – индекс фрагментации ДНК спермато-
зоидов; S – число сперматозоидов с малым гало; 
WH – число сперматозоидов без гало;  
WHD – число разрушенных сперматозоидов  
без гало; N – число исследуемых сперматозоидов. 

10.4. Записать результаты анализа на отчете 
пациента согласно следующим категориям: 

 Число исследуемых сперматозоидов (N), %. 
 Число сперматозоидов без фрагментации 

ДНК (L + M), %. 
 Число сперматозоидов без фрагментации 

ДНК (L + M), %. 
 Число сперматозоидов c фрагментацией 

ДНК (S + WH), %. 
 Число разрушенных/деградированных 

сперматозоидов (WHD), %. 
 Индекс фрагментации ДНК сперматозои-

дов (DFI), %. 
Интерпретация результатов тестирования: 
1. Процент сперматозоидов с фрагментиро-

ванной ДНК будет выше, если не соблюдены ус-
ловия доставки и хранения образца спермы  
до начала проведения анализа (риск ложнополо-
жительных результатов). 
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Рис. 2. Микроскопическая картина результатов Гало-теста согласно методике руководства ВОЗ  
по исследованию и обработке эякулята человека. 6-е издание, 2021, стр. 98. Окраска по Райту. х400.  

Сперматозоиды без фрагментации ДНК помечены стрелками.  
Сперматозоиды с фрагментированной ДНК помечены треугольниками 

Fig. 2. Microscopic pictures of SDC according WHO laboratory manual for the examination and processing  
of human semen. Sixth Edition. 2021. p.98. Wright Stain х400.  

Sperm with intact DNA noted arrow. Sperm with fragmented DNA noted arrowheads 
 

 

 
 

Рис. 3. Микроскопические находки SCD-теста «ГалоСперм». Май-Грюнвальд-Гимзе (МГГ). 1000 
М – сперматозоиды с гало среднего размера; L – сперматозоиды с большим гало 

Fig. 3. Microscopic findings of SDC-test from HaloSperm Giemsa-Romanovsky stain (MGG). 1000 
M – medium halo size of spermatozoa; L – large halo size of spermatozoa 
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Рис. 4. Микроскопические находки SCD-теста «ГалоСперм». МГГ. 1000 
М – сперматозоиды с гало среднего размера; S – сперматозоиды с малым гало; WH – сперматозоиды без гало 

Fig. 4. Microscopic findings of SDC-test from HaloSperm. MGG. 1000 
M – medium halo size of spermatozoa; S – small halo size of spermatozoa; WH – spermatozoa without halo 

 

 
 

Рис. 5. Микроскопические находки SCD-теста «ГалоСперм». МГГ. 1000 
S – сперматозоиды с малым гало; WHD – разрушенные сперматозоиды без гало 

Fig. 5. Microscopic findings of SDC-test from HaloSperm. MGG. 1000 
S – small halo size of spermatozoa; WHD – spermatozoa without halo-degraded 
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Рис. 6. Микроскопические находки SCD-теста «ГалоСперм». МГГ. 1000 
S – сперматозоиды с малым гало; WH – сперматозоиды без гало; WHD – разрушенные сперматозоиды без гало 

Fig. 6. Microscopic findings of SDC-test from HaloSperm. MGG. 1000 
S – small halo size of spermatozoa; WH – spermatozoa without halo; WHD – spermatozoa without halo-degraded 

 
2. Процент сперматозоидов с фрагментиро-

ванной ДНК будет ниже, если время реакции  
с раствором А или В будет превышено (риск лож-
ноотрицательных результатов). 

3. Если ореолы дисперсии ДНК (гало) могут 
наблюдаться во всех сперматозоидах в одной 
группе образцов спермы или наоборот, необходи-
мо усомниться в достоверности результатов и по-
вторить тест еще раз. 

10.4. Предварительно оценить результат  
лабораторного анализа согласно пороговым зна-
чениям: 

Норма: DFI  15 %. 
Сомнительный результат: DFI > 15 %,  

но < 25 %. 
Патология: DFI > 25 %. 
ВАЖНО! В настоящее время в мире не суще-

ствует единых референтных значений. Результаты 
некоторых научных исследований результатов 
SCD показывают процент сперматозоидов с фраг-
ментированной ДНК 12,31 ± 6,31 (~25 %), в кото-
рых сперматозоиды получены от 98 фертильных 
мужчин без каких-либо нарушений [39,42–44]. 

Ограничения. Набор предназначен только для 
ручного исполнения.  

Предостережения. 
1. Температуру в помещении следует отрегу-

лировать до 20…25 C, чтобы сохранить надеж-
ность и стабильность реакционной системы (оп-
тимальная температура 22 C).  

2. Не допускать испарения и загрязнения реа-
гентов во время работы. Реагенты № 2 – № 6 мож-
но использовать повторно от трех до пяти раз. 

3. Реагенты не смешиваются друг с другом.  
4. От использованных реагентов следует от-

казаться после их использования в течение неко-
торого времени. Вышеуказанные реагенты после 
вскрытия их флаконов и размещения их в слайд-
баррели можно хранить в этих же слайд-баррелях 
при температуре 2…8 C до истечения рекомен-
дуемого в п. 2 срока.  

5. После денатурации в сперме произойдут 
значительные изменения во всех видах клеток. 
Очень трудно отличить нормальные клетки  
от сперматозоидов, теряющих хвосты. Если раз-
мер клетки в образце спермы большой и без хво-
стика, не рассматривайте ее как сперматозоид и  
не подсчитывайте. 

6. Если все ореолы слишком маленькие и их 
цвет слишком бледный, возможно, это связано  
с отсутствием достаточного окрашивания или не-
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годностью Реагентов № 4 – № 6. Пожалуйста, пере-
красьте или используйте новую окраску, перелив  
ее из флаконов в соответствующие слайд-баррели.  

7. Если трудно отличить головку спермато-
зоида от ореола, это может быть результатом 
чрезмерного окрашивания, пожалуйста, очистите 
предметное стекло и окрасьте еще раз. 

8. В Реагенте № 3 присутствуют неприятные 
запахи, поэтому необходимо соблюдать защитную 
изоляцию от него во время работы. При попадании 
на кожу или в глаза, пожалуйста, промойте боль-
шим количеством воды или немедленно обрати-
тесь за медицинской помощью. 

9. Все образцы спермы рассматриваются как 
потенциальные источники инфекции, все образцы 
и реагенты после тестирования следует утилизи-
ровать как клинические отходы, чтобы не загряз-
нять окружающую среду. 

10. Набор для определения уровня ДФС – это 
диагностические реагенты in vitro, по результатам 
которых лечащие врачи могут получить информа-
цию не для немедленного назначения лечения,  
а исключительно для выбора дальнейшей диагно-
стической и лечебной тактики, основываясь  
на клинических проявлениях, других лаборатор-
ных обследованиях, истории болезни и т.д. 

Методические рекомендации руководства 
ВОЗ (2021) и концепция разработанных операци-
онных процедур первого российского технологи-
ческого решения «ГалоСперм» совпадают по всем 
основным этапам Гало-теста, описание которого 
представлено доктором Fernandez JL вместе с со-
авторами [39] и включено в Главу «Расширенные 
исследования» [1] (табл. 4).  

 
Таблица 4 / Table 4  

 

Сравнение операционных процедур «ГалоСперм» и Гало-тест ВОЗ (2021) 
Operational Process. HaloSperm vs SCD WHO (2021) 

 

Операционные процедуры/  
Operational Process 

Время, мин/ 
Time, min 

1 2 

SCD- тест 
ВОЗ (2021)/ 

SDC-test 
WHO (2021) 

«ГалоСперм»/ 
HaloSperm 

Подготовка предметных стекол с микрогелем/  
Preparation of slides 

90 да нет 

Подготовка образца эякулята (разведение образца эякуля-
та до концентрации 5 – 10 млн/мл)/  

Preparation of specimen (dilute the semen sample  
to a concentration of 5~10×106/ml ) 

5 да да 

Подготовка микрогеля (1)/Preparation of microgel (1) 20 да нет 

Подготовка микрогеля (2)/Preparation of microgel (2) 10 нет да 

Подготовка слайд-препаратов (1)/Preparation of slide-smears (1) 15 да нет 

Подготовка слайд-препаратов (2)/Preparation of slide-smears (2) 6 нет да 

Денатурация (1)/Denaturation (1) 15 да нет 

Денатурация (2)/Denaturation (2) 7 нет да 

Лизис (1)/Lysis (1) 30 да нет 

Лизис (2)/Lysis (2) 25 нет да 

Промывка (1)/Washing (1) 15 да нет 

Промывка (2)/Washing (2) 2 нет да 

Дегидратация/Denaturation 8 да нет 

Высушивание/Air-drying naturally 5 да нет 
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Таблица 4. Продолжение / Table 4. Continuation 

Операционные процедуры/  
Operational Process 

Время, мин/ 
Time, min 

1 2 
SCD- тест 

ВОЗ (2021)/ 
SDC-test 

WHO (2021) 

«ГалоСперм»/ 
HaloSperm 

Окрашивание (1)/Staining (1) 15 да нет 

Окрашивание (2)/Staining (2) 8 нет да 

Промывка/Washing 2 да да 

Высушивание на воздухе/Air-drying naturally 10 да да 

Микроскопия, оценка результатов/ 
Microscopy, scoring 

15 да да 

Этап/Stage  13 этапов 10 этапов 

TAT (1) 
245 мин =  

= 4 часа 5 мин 
  

TAT (2) 90 мин = 1,5 часа   

 
Необходимо отметить, что технология отече-

ственного Набора менее трудоемкая, что проявля-
ется сниженным ТАТ почти в 3 раза (табл. 4).  

Как показали технологические испытания,  
сокращение количества операционных процедур 
не повлияло на качество полученных результатов. 
Так, по итогам теста «ГалоСперм» (рис. 2 – 5)  
микроскопическая картина, необходимая для пра-
вильной интерпретации наличия/отсутствия дис-
персионного ореола (гало) полностью воспроизво-
дит микроскопическую картину, полученную  
по итогам SCD, протокол которого представлен  
в руководстве ВОЗ (2021) [1] (см. рис. 1).  

Заключение. Руководство ВОЗ (2021) предла-
гает линейку методов для измерения АФК и ДФС  
в сперме со своими преимуществами и ограниче-
ниями. На основе рекомендаций руководства [1] 
впервые в России были созданы Наборы для оценки 
репродуктивного здоровья мужчины: «ГалоСперм» 
– для оценки дисперсии ДНК-фрагментов сперма-
тозоидов [41,61] и «ОксиСперм» (NBT-тест) для 
определения АФК в сперме взрослого мужчины 
(оценка ОС эякулята). Отечественные технологи-
ческие решения полностью воспроизводят методы,  
описанные в руководстве ВОЗ (2021). К тому же 
простота в исполнении методик, доступный оце-
ночный алгоритм результатов, а также возмож-
ность использования целевой аудитории специа-
листов в условиях КДЛ и POCT определяют пре-
имущества созданных российских Наборов,  
что делает их применимыми в рутинной клиниче-
ской и лабораторной практике. Для более глубоко-

го анализа доказательной базы, а также для разра-
ботки популяционных пороговых значений необ-
ходимы клинические испытания Наборов. 
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