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Введение. Актуальной проблемой современной андрологии является выявление этиологических факторов мужского бес-

плодия. Одной из его причин являются мутации митохондриальной ДНК (мтДНК) сперматозоидов, приводящие к наруше-

нию их энергообеспечения и подвижности. Митохондриальный геном подвержен частым мутациям и высокому полимор-

физму в связи с особенностями его строения, расположения, а также из-за отсутствия рекомбинативной изменчивости, 

поскольку наследуется строго по материнской линии. Указанные особенности сопровождаются накоплением в спермато-

зоидах однонуклеотидных полиморфизмов в мтДНК (mtSNP). Цель исследования – выявление мутаций в гене митохон-

дриального цитохрома В (MT-CYB) у бесплодных мужчин с астенотератозооспермией (89 пациентов) и олигоастенотера-

тозооспермией (65 пациентов). 

Методика. Группа сравнения состояла из 164 фертильных мужчин. Для выделения тотальной геномной ДНК, включающей 

мтДНК, использовали мини-набор ДНК QIAamp Micro Kit. Определение и анализ генотипов полиморфных локусов в гене 

MT-CYB проводили методом дискриминации аллелей TaqMan. Для верификации мутаций в гене MT-CYB, фрагмент гена секве-

нировали методом Сэнгера на автоматическом ДНК-анализаторе Applied Biosystems Sanger Sequencing 3500 Genetic Analyzer. 

Результаты. В гене MT-CYB не выявлено однонуклеотидных полиморфизмов rs28357373 (замена тимина на цитозин в пози-

ции 15629), следовательно, эта мутация не характерна для данной популяции пациентов и не влияет на развитие муж-

ского бесплодия в регионе их проживания. Замена аденина на гуанин в позиции 15218, приводящая к миссенс-мутации 

p.Thr158Ala, также не проявила себя в качестве причины мужского бесплодия. Статистически значимые результаты были 

получены при анализе полиморфного варианта rs527236194 (замена триплета ССТ на ССС в позиции 15784). У пациентов с 

астенотератозооспермией указанная мутация встречалась значительно чаще (наиболее вероятно, что такой эффект обу-

словлен изменением экспрессии генов при смещении кодонов). 

Заключение. Таким образом, требуется проведение специального исследования по выявлению роли локуса rs527236194 

гена MT-CYB в возникновении мужского бесплодия, а также возможности его использования в качестве биомаркера забо-

левания.  
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Introduction. A relevant issue of modern andrology is the identification of etiological factors of male infertility. One cause of male 

infertility is mitochondrial DNA (mtDNA) mutations in spermatozoa that impair their energy supply and motility. The mitochon-

drial genome is subject to frequent mutations and high polymorphism due to peculiarities of its structure and location, as well 

as its lack of recombination variability due to its mode of inheritance being strictly through the maternal line. These features are 

accompanied by the accumulation in spermatozoa of single-nucleotide polymorphisms in mtDNA.

The aim was to identify mutations in the mitochondrial cytochrome B (MT-CYB) gene in infertile men with asthenoteratozoosper-

mia or oligoastenoteratozoospermia. 

Methods. The study included 89 male patients with asthenoteratozoospermia and 65 patients with oligoastenoteratozoospermia. 

The comparison group consisted of 164 fertile men. The total genomic DNA, including mtDNA, was isolated with a DNA NAQIAamp 

Micro Kit. The genotypes of polymorphic loci in the MT-CYB gene were determined and analyzed by the TaqMan allele discrimina-

tion method. To verify mutations of the MT-CYB gene, the gene fragment was sequenced by the Sanger method on an automatic 

DNA analyzer, the Applied Biosystems® Sanger Sequencing 3500 Series Genetic Analyzer. 

Results. No single nucleotide polymorphisms rs28357373 (replacement of thymine with cytosine at position 15629) were detected 

in the MT-CYB gene. Therefore, this mutation is not characteristic of this patient population, and it does not contribute to the 

development of male infertility. Replacement of adenine with guanine at position 15218, leading to the missense mutation of 

p.Thr158Ala, also did not manifest itself as a cause of male infertility. Significant results were obtained by analyzing the polymor-

phic variant rs527236194, i.e., replacement of the CST triplet with CCC in position 15784. In patients with asthenoteratozoosper-

mia, this mutation was much more common. Most likely, this was due to a change in gene expression with codon displacement. 

Conclusion. A special study is required to identify the role of the locus rs527236194 of the MT-CYB gene in the occurrence of male 

infertility, as well as a possibility of using it as a biomarker of the disease.
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Введение

Бесплодие – это форма патологии, которая харак-

теризуется отсутствием беременности после 12 меся-

цев незащищенных половых актов. До 15% супруже-

ских пар в мире бесплодны. Половина этих случаев 

обусловлена мужским фактором, включая дефекты 

морфологии и подвижности сперматозоидов [1, 2]. 

Двигательная активность сперматозоидов играет важ-

нейшую роль в мужской фертильности. Движение 

к месту оплодотворения и естественное оплодотво-

рение обеспечивается макроэргическими соедине-

ниями, которые синтезируются главным образом ми-

тохондриями сперматозоидов [3, 4]. В гаметах мито-

хондрии располагаются по периферии их жгутика, 

поскольку аппарат микротрубочек, из которых со-

стоит жгутик сперматозоида, наиболее энергозатра-

тен. Митохондрия представляет собой органеллу, ко-

торая имеет собственный геном, кодирующий 13 бел-

ков, с различными внехромосомными кольцевыми 

и двухцепочечными молекулами ДНК. Митохондри-

альная ДНК (мтДНК) наследуется по материнской 

линии и обладает уникальным механизмом субкле-

точной транскрипции и репликации [5].

Характерной чертой митохондриального генома 

является большая скорость накопления мутаций и вы-

сокий полиморфизм. Эти особенности мтДНК объяс-

няются отсутствием в органелле защитных гистонов 

и механизмов репарации ДНК, что увеличивает ошиб-

ки ее репликации, а также, учитывая близость мтДНК 

к комплексам дыхательной цепи, патогенным воздей-

ствием активных форм кислорода (АФК) [6, 7]. Мно-

гие митохондриальные однонуклеотидные полимор-

физмы (mtSNP) закрепились в различных популяци-

ях в ходе эволюции человека [8]. Из-за исключительно 

материнского наследования мтДНК и того факта, что 

геном митохондрий не рекомбинирует, их SNP нака-

пливаются и совместно передаются потомкам по ма-

теринской линии [9]. 

Мутации мтДНК, как свидетельствуют результа-

ты более ранних работ, связаны с нарушением энер-

гообеспечения сперматозоидов, что может приводить 

к различным формам их патологии, в том числе к асте-

нозооспермии, олигозооспермии и тератозооспермии. 

Функциональная активность митохондрий тесно со-

пряжена с активацией акрозина, способностью к акро-

сомальной реакции и целостностью хроматина. В на-

стоящее время опубликовано большое количество ра-

бот, посвященных роли мтДНК в развитии мужского 

бесплодия, но данные о роли мутаций в гене митохон-

дриального цитохрома В (MT-CYB) при мужском бес-

плодии единичны [10–13]. Мутации гена сопровожда-

ются различными нарушениями, особенно в комплек-

се III, что может прерывать процесс продукции АТФ. 

Цель исследования – выявление мутаций в гене 

MT-CYB у бесплодных мужчин с астенотератозооспер-

мией и олигоастенотератоспермией. 

Методика

В группу обследуемых вошли мужчины в возрас-

те 24-45 лет. Все пациенты были осмотрены и прокон-

сультированы урологами и андрологами клиники «Се-

мья» (г. Уфа). Сбор анамнестических данных включал 

возраст обследованных, клинические данные, нали-

чие варикоцеле, генетической патологии и хрониче-

ских заболеваний в анамнезе. Образцы спермы были 

собраны в соответствии с требованиями Руководства 

ВОЗ (2010). Фертильные мужчины, принимавшие уча-

стие в исследовании, были здоровыми донорами спер-

мы репродуктивного возраста (25-46 лет).

В группе фертильных мужчин (n=164) индивиды 

имели нормальные показатели спермограммы (кон-

центрация сперматозоидов не менее 15×106/мл, об-

щая подвижность ≥ 40%, прогрессивная подвижность: 

≥ 32%, нормальная морфология: ≥ 4%). Группа субфер-

тильных мужчин была представлена 154 пациентами 
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с астенотератозооспермией (N=89) и олигоастеноте-
ратоспермией (n=65). Критериями аномалии спермы 
служили: концентрация сперматозоидов менее 15×106/
мл или менее 39×106 во всем объеме, прогрессивная 
подвижность (сумма категории A+B) <32%, <4% нор-
мальных форм по КSNPрюгеру.

Исследование проводилось в соответствии с прин-
ципами Хельсинкской декларации и одобрено локаль-
ным этическим комитетом университета. Все участ-
ники подписали форму информированного согласия. 
Исследования выполнялись по международным пра-
вилам работы с биоматериалом людей.

Тотальную геномную ДНК, содержащую и мито-
хондриальную ДНК, выделяли из спермы с помощью 
набора реагентов для выделения малых количеств ДНК 
QIAamp DNA Micro Kit. Концентрация и чистота вы-
деленной ДНК оценивалась путем измерения оптиче-
ской плотности с использованием спектрофотометра 
NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific). Определение 
генотипов полиморфных локусов в гене митохондри-
ального цитохрома В осуществлялось с помощью ме-
тода дискриминации аллелей TaqMan. Анализ аллель-
ной дискриминации проводили с использованием при-
бора CFX96 Real-Time PCR Detection System (BioRad). 
Результаты каждой аллельной дискриминации были 
проанализированы с использованием программного 
обеспечения CFX96 Real-Time PCR Detection System 
(BioRad).

Статистическая обработка полученных данных 
проводилась с использованием программного обе-
спечения MS Excel (Microsoft). При попарном срав-
нении частот мутаций в группах больных и здоровых 
лиц использовался критерий χ2 (P) для таблиц сопря-
женности 2×2 с поправкой Йейтcа на непрерывность. 
Силу ассоциаций оценивали в значениях показателя 
соотношения шансов odds ratio (OR).

Для подтверждения мутаций в гене митохондри-
ального цитохрома В проводили секвенирование гена 
методом Сэнгера на автоматическом ДНК-анализато-
ре (Life Technologies) в Институте биохимии и генети-
ки УФИЦ РАН. Реакцию секвенирования проводили 
с набором флюоресцентно меченых ddNTP (Big Dye 
Terminators v.3.1 RR kit) по протоколу производителя 
(Life Technologies). После этого выполнялось сравне-
ние последовательностей ДНК обследованных инди-
видов с референтной последовательностью митохон-
дриального генома человека.

Результаты 

Нами проведен анализ 3 обнаруженных мутаций 
в гене митохондриального цитохрома В у пациентов 

с бесплодием и у здоровых мужчин с нормальными по-
казателями спермы. Результаты приведены в таблице.

Замена тимина на цитозин в позиции 15629, при-
водящая к синонимичной мутации Leu295=, не обна-
ружена ни в группе пациентов с мужским бесплодием, 
ни в группе фертильных мужчин. Исходя из получен-
ных нами результатов, можно заключить, что указан-
ная мутация является очень редкой и не вносит зна-
чимого вклада в развитие мужского бесплодия в реги-
оне Башкортостана.

Замена аденина на гуанин в позиции 15218, при-
водящая к миссенс-мутации p.Thr158Ala, обнаружена 
с низкой частотой как у пациентов с мужским беспло-
дием (3% у пациентов с олигоастенотератоспермией 
и 3,3% – с астенотератозооспермией), так и в группе 
сравнения (2,6%). Статистический анализ не выявил 
значимых различий в частоте мутаций между пациен-
тами и здоровыми индивидами (p>0,05). 

Полиморфный вариант rs527236194 показал ста-
тистически значимую разницу между пациента-
ми с астенотератозооспермией и фертильной груп-
пой индивидов (p=0,04). Вариант rs527236194 
обусловливает замену триплета [CCT] на [CCC] в по-
зиции 15784 и приводит к синонимичной замене про-
лина в позиции 346 белка. Несмотря на то, что такой 
вариант не изменяет структуру белка, он может играть 
регуляторную роль и, по мнению отдельных авторов, 
смещение кодонов может быть механизмом, контро-
лирующим уровень экспрессии генов [13].

Полиморфный вариант Т15784С мтДНК является 
определяющей нуклеотидной заменой для целого ряда 
гаплогрупп, таких как L1c2a, Z, N1b2, W3a, V13, H65, 
T2c1d2, F3b1, B2b3a, U2e1b1 [8]. Благодаря этому воз-
можна идентификация указанного варианта у народов, 
которые изучались ранее в рамках популяционно-ге-
нетических исследований. Гаплогруппа Z является од-
ной из наиболее распространённых мтДНК в Сибири, 
с максимальными частотами выше 10% встречается 
в популяциях юкагир (27,3%), алтайцев (15,4%), эве-
нов (15,2%), удмуртов (15,2%), хакасов (13%), ительме-
нов (12,8%), ногайцев (12%) и коряков (11,6%) [14, 15]. 
В Волго-Уральском регионе вариант Т15784С мтДНК 
встречается как минимум в составе гаплогрупп Z, V13, 
N1b2 и составляет не менее 8,6% в популяции чува-
шей, 7,1% – казанских татар, 6,4% – марийцев, 5,5% – 
коми, 3% – бесермян и 2% в популяции пермских баш-
кир. Среди бурзянских башкир, архангельских башкир 
и мордвы эти гаплогруппы, а с ними и вариант Т15784С 
мтДНК, ранее не был выявлен [16].

Изменения в митохондриальной ДНК могут вы-
зывать заболевания через различные механизмы, 
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включая нарушения процессов окислительного фос-

форилирования (OXPHOS). Такие мутации могут 

вызывать различные формы патологии: от незна-

чительных клинических проявлений до угрожаю-

щих жизни нарушений митохондриальных функций 

[17]. Молекулы мтДНК спермы человека особенно 

чувствительны к окислительному стрессу и склон-

ны к мутациям, которые, как было показано други-

ми авторами, играют важную роль в возникновении 

мужского бесплодия [18, 19]. Хорошо известно, что 

одной из основных функций мтДНК является ини-

циация синтеза АТФ в сперматозоидах в процессе 

OXPHOS посредством кодирования белковых субъ-

единиц дыхательной цепи. Процесс OXPHOS обе-

спечивает также генерацию АФК и индуцированные 

ими повреждения структуры ДНК. Образующиеся 

во время сперматогенеза аномалии митохондриаль-

ной ДНК могут увеличить вероятность гиперпродук-

ции свободных радикалов, которые нарушают диф-

ференцировку и функции сперматозоидов. Кроме 

того, подвижность сперматозоидов в большой ме-

ре зависит от уровня АТФ. Следовательно, вариа-

ции мтДНК сперматозоидов приводят к синтезу де-

фектных белков [20]. 

В настоящем исследовании выполнен ана-

лиз 3 полиморфных вариантов в гене митохондри-

ального цитохрома B и выявлена ассоциация вариан-

та rs527236194 с риском развития мужского беспло-

дия. Ранее E. Talebi и соавт. [21] идентифицировали 

несколько сложных перестроек (делеций) в мтДНК 

дефектных сперматозоидов. Эти данные позволили 

установить ассоциации между распространенной де-

лецией 4977 п.н. и патоспермией. При этом страти-

фицированный анализ по фенотипу бесплодия по-

казал значительную связь между этой аномалией 

и повышенным риском астенозооспермии, олигоа-

стенотератозооспермии и астенотератозооспермии. 

Напротив, Y. Zhang и соавт. указывают на то, что 

некоторые замены, например, C3398T мтДНК, ас-

социированы с низким риском развития астенозо-

оспермии [22].

В более ранних исследованиях было показано, что 

мутация мтДНК A3243G и крупномасштабные деле-

ции мтДНК связаны с астенозооспермией [23]. Кро-

ме того, у субфертильных мужчин различные мута-

ции мтДНК могут происходить в течение жизни. Та-

кие мутации достигают высоких частот в отдельных 

клетках-предшественниках сперматозоидов, что при-

водит к нарушению подвижности сперматозоидов 

и бесплодию.

I. Mughal и соавт., проанализировав фрагмент ге-

на длиной 8,7 т.п.н. с помощью ПЦР, выявили в нем 

множество делеций [24], частота которых была на-

много выше у пациентов с бесплодием, чем у фер-

Частота распределения изученных вариантов мтДНК фертильных и бесплодных мужчин

Frequency of distribution of the studied mtDNA variants of fertile and infertile men 

SNP

Изменения  

последовательности 

мтДНК  

(изменения в белке)/

Changes in mtDNA  

sequence (changes  

in protein)

Гено-

типы/ 

Geno- 

types

Пациенты с олигоастено-

тератоспермией/Patients 

with  oligoasthenotera- 

tozoospermia

Пациенты  

с астенотерато-

зооспермией/

Patients with asthenotera-

tozoospermia

Фертильные 

мужчины/

Fertile Men
P-value

(OR, 95%CI)

N % N % N %

rs28357373 T15629C (Leu295=) CC

CT

TT

0

0

65

0

0

100

0

0 

89

0

0

100

0

0

164

0

0

100

p>0,05

rs527236194 T15784C (p.Pro346=) CC

CT

TT

6

0

59

9

0

91

12

0 

77

13,5

0

86,5

10

0

154

6,1

0

93,9

p=0,04*

(OR=2,4; 

95%CI=0,99-5,8)

rs2853506 A15218G

(p.Thr158Ala)

GG

AG

AA

2

0

63

3

0

97

3

0

86

3,3

0

96,7

4

0

160

2,4

0

97,6

p>0,05

Примечание. * – сравнение фертильных и бесплодных мужчин с астенотератозооспермией.

SNP – Single Nucleotide Polymorphism (однонуклеотидный полиморфизм). Leu – лейцин, Pro – пролин, Thr – треонин, Ala – аланин.  

C – цитозин, Т – тимин, G – гуанин, А – аденин.

Note.* – Comparison of fertile and infertile men with asthenotherazoospermia.

SNP – Single Nucleotide Polymorphism. Leu – leucine, Pro – proline, Thr – threonine, Ala — alanine. C – cytosine, T – thymine, G – guanine, 

A — adenine.
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