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Введение. Исследования последних лет сосредоточены на поиске новых информативных методов диагностики мужского 
бесплодия, которые позволили бы полнее характеризовать функциональную эффективность сперматозоидов. Одним из 
таких методов, на который возлагаются большие надежды, стала оценка экспрессии малых некодирующих РНК – микроРНК. 
Для этих молекул характерна способность модулировать различные этапы сперматогенеза путем изменения регуляции 
генов. Благодаря этому их скрининговая оценка позволит не только расширить диагностические возможности в клинике, 
но и глубже исследовать механизмы идиопатического мужского бесплодия. 
Цель исследования: изучить возможность использования экзосомальных микроРНК miR-20a, miR-135a, miR-34b, miR-
449в, miR-449с в качестве маркеров мужского бесплодия и оценить зависимость эффективности программ ВРТ от уровня 
их экспрессии.
Методика. В основную группу вошли пациенты, вступающие в программу ВРТ (вспомогательные репродуктивные техно-
логии) с установленным диагнозом идиопатического мужского бесплодия (n=30), в контрольную – супружеские пары с 
женским бесплодием трубного происхождения (n=19). Выделение и изоляция экзосомальной микроРНК, содержащейся 
во внеклеточных везикулах эякулята проводилось с помощью набора регентов exoRNeasy Midi. Для оценки экспрессии 
экзосомальных микроРНК (miR-20a, miR-135a, miR-34b, miR-449в, miR-449с и контрольной miR-16) использовалась система 
miRCURY LNA miRNA SYBR® Green PCR System.
Результаты. Экспрессия экзосомальных miR-449с и miR-135a была значимо снижена в основной группе (р=0,03156 и 
р=0,0477, соответственно). Также отмечена тенденция к снижению экспрессии miR-20a, miR-34b и miR-449в. С большой 
достоверностью уровень экспрессии miR-34b, miR-449в, и miR-449с и miR-135a имел прямую зависимость с эффективно-
стью программ ВРТ. Сила корреляционной связи вышеописанных отношений по шкале Чеддока была умеренной.
Заключение. Исследованные нами микроРНК могут быть использованы в качестве диагностического маркера мужской 
инфертильности, а также для оценки  эффективности процессов оплодотворения и формирования эмбриона.
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Introduction. Recent studies have focused on finding new informative methods for diagnosing male infertility that would better 
characterize the functional efficiency of spermatozoa. One of such methods, which has high expectations, is assessing the expres-
sion of small non-coding RNAs, microRNAs. These molecules are able to modulate various stages of spermatogenesis by chang-
ing the gene regulation. Therefore, screening for some of them will not only expand clinical diagnostic capabilities but also allow 
a deeper insight into the mechanisms of idiopathic male infertility. Aim of the study: to evaluate the use of miR-20a, miR-135a, 
miR-34b, miR-449b, and miR-449c as markers of male infertility and to assess the dependence of the effectiveness of assisted 
reproductive technology (ART) programs on the expression level of exosomal microRNAs.
Methods. The main group included patients enrolled to the ART program with a confirmed diagnosis of idiopathic male infertility 
(n=30); the control group included married couples with female infertility of tubal origin (n=19). Exosomal microRNA was isolated 
from extracellular vesicles of the ejaculate using an exoRNeasy Midi reagent kit. The miRCURY LNA miRNA SYBR® Green PCR System 
was used to assess the expression of exosomal microRNAs (miR-20a, miR-135a, miR-34b, miR-449b, miR-449c and control miR-16).
Results. The expression of exosomal miR-449c and miR-135a was significantly reduced in the main groups (p=0.03156 and p=0.0477, 
respectively). A tendency toward decreased expression was also noted for miR-20a, miR-34b, and miR-449v. The expression level 
of miR-34b, miR-449v, and miR-449c and miR-135a was highly significantly correlated with the effectiveness of ART programs. The 
strength of the Chaddock correlation between the above-described relationships was moderate.
Conclusion. MicroRNAs selected for the study can be used as a diagnostic marker of male infertility, as well as for evaluating the 
efficiency of fertilization and embryo formation.
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Введение

Бесплодие является одной из основных проблем 
здравоохранения во всем мире и, согласно C. Cox и со-
авт., его распространенность достигает 17,5 % в зависи-

мости от исследуемой популяции [1]. Ситуация усугу-
бляется с течением времени: в период с 1990 по 2017 гг. 
распространенность бесплодия в пересчете на средние 
показатели ежегодно увеличивалась на 0,370% у жен-
щин и на 0,291% у мужчин [2]. По данным последнего 
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мета-анализа, выполненного группой H. Levine и со-
авт., глобальные тенденции снижения общего количе-
ства сперматозоидов в эякуляте вызывают серьезные 
опасения: так, в период с 1973 по 2018 гг. оно снизи-
лось на 62,3% с темпом -4,70 млн/год, при этом про-
цент снижения концентрации сперматозоидов в год 
удвоился, увеличившись с 1,16% после 1972 г. до 2,64% 
после 2000 г. [3]. 

Экономическое и социальное бремя мужского бес-
плодия широко признано. Все более убедительные до-
казательства связывают снижение качества эякулята 
с ростом смертности и заболеваемости по всем при-
чинам [4].

Причины мужского бесплодия разнообразны и еще 
недостаточно изучены: на долю идиопатических форм 
приходится до 40% всех его выявленных случаев [5, 6]. 
Хотя существуют различные специализированные диа-
гностические тесты для уточнения причин инфертиль-
ности, их интерпретация неточна и часто субъектив-
на. Современный стандарт диагностики бесплодия, 
основанный на анализе спермограммы, имеет ряд не-
достатков: (1) нормальные показатели спермограммы 
не гарантируют зачатия; (2) существует значительное 
совпадение между параметрами спермы фертильных 
и бесплодных мужчин; (3) анализ спермы не дает ин-
формации об оплодотворяющей способности сперма-
тозоидов [7]. Таким образом, поиск новых биомарке-
ров бесплодия является одной из актуальных задач со-
временной медицины. 

В последнее время показано, что молекулы неко-
дирующей РНК, известные как микроРНК (miRNAs), 
одноцепочечные структуры длиной 18-25 нуклеотидов, 
чья основная функция – регуляция экспрессии генов 
путем образования полукомплементарных структур 
в 3’ нетранслируемой области их целевой матричной 
РНК, могут быть вовлечены в патогенез мужского бес-
плодия [8, 9]. Присутствие микроРНК в яичках, эпи-
дидимисе, сперматозоидах, семенной плазме и внекле-
точных везикулах, а также возможность этих молекул 
модулировать различные этапы сперматогенеза путем 
повышения или понижения регуляции активности ге-
нов, явилось основанием для представления о том, что 
микроРНК могут использоваться для создания новых 
методов диагностики бесплодия и скрининга пациен-
тов в программах вспомогательных репродуктивных 
технологий (ВРТ). Обнаружено, что измененные уров-
ни их экспрессии у мужчин ассоциируются со сниже-
нием количества сперматозоидов (олигозооспермией), 
низкой подвижностью сперматозоидов (астенозоо-
спермией) и аномальной морфологией сперматозои-
дов (тератозооспермией) [10, 11].

Цель исследования – изучить возможность исполь-
зования экзосомальных микроРНК miR-20a, miR-135a, 
miR-34b, miR-449в, miR-449с в качестве маркеров муж-
ского бесплодия и оценить зависимость эффективно-
сти программ ВРТ от уровня их экспрессии.

Методика

Отбор пациентов для участия в исследовании осу-
ществлялся из семейных пар вступавших в програм-
мы с применением вспомогательных репродуктивных 
технологий, на базе Медицинского Центра «Семья», 
г. Уфа. В основную группу (n=30) были отнесены су-
пружеские пары с установленным диагнозом «Идиопа-
тическое мужское бесплодие», аномальными показа-
телями спермограммы, отсутствием женского фактора 
и достаточным ответом на овариальную стимуляцию 
(более 8 полученных ооцитов после трансвагинальной 
пункции фолликулов). В группу сравнения (n=19) бы-
ли включены пациенты с женским трубным фактором 
бесплодия, нормальными показателями эякулята и до-
казанной фертильностью у мужчины-партнера. Все 
участники исследования подписали информирован-
ное добровольное согласие. 

После двухдневного воздержания пациенты обеих 
групп сдавали эякулят путем мастурбации. Часть ма-
териала была использована для проведения повтор-
ной расширенной оценки морфокинетических параме-
тров эякулята, оставшийся материал, объемом не ме-
нее 1 мл, был транспортирован после предварительной 
заморозки до –90 о в НИИ «Урологии и клинической 
онкологии» ФГБОУ ВО «Башкирский государствен-
ный медицинский университет» для осуществления 
основного этапа исследований. 

Эякулят после оттаивания центрифугирова-
ли при 1600 g в течение 10 мин, а затем при 16 000 g 
еще 10 мин для удаления клеток и клеточных фраг-
ментов. При выделении и изоляции экзосомальной 
микроРНК, содержащейся во внеклеточных везику-
лах, был использован набор реагентов exoRNeasy Midi. 
В основе метода лежит способность специальных мем-
бран связывать и изолировать экзосомы и другие вне-
клеточные везикулы из предварительно очищенных 
биологических жидкостей. Для лизиса экзосом и элю-
ирования содержащихся в них микроРНК использо-
вался QIAzol Lysis Reagent, обеспечивающий практиче-
ски полное удаление белков и остаточной ДНК. После 
добавления к лизату хлороформа и разделению полу-
ченного раствора на две фазы, верхняя водная фаза, 
содержащая суммарную РНК, забиралась. Затем по-
лученный материал смешивался с 96% этанолом в со-
отношения 1:2 (фаза:спирт) и заливался в колонки 



ISSN 0031-2991 45

Original articlePathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2025; 69(1)  

DOI: 10.48612/pfiet/0031-2991.2025.01.42-48

RNeasy MinElute spin column, где микроРНК связы-
валась с мембраной. Далее микроРНК высокой кон-
центрации и качества элюировалась в микропробир-
ки путем добавления 14 мкл очищенной от РНК воды.

Для оценки экспрессии микроРНК использова-
лась система miRCURY LNA miRNA SYBR® Green 
PCR System, характеризующаяся высокой специфич-
ностью и способностью образовывать прочные термо-
стабильные комплементарные связи между цепочка-
ми РНК. В основе метода лежит обратная транскрип-
ция с последующей амплификацией с помощью ПЦР 
в режиме реального времени. Обратная транскрипция 
производилась на амплификаторе BIO-RAD Real-time 
CFX96 Touch. Для реакции были использованы бу-
фер 5x miRCURY RT SYBR® Green Reaction Buffer, 
обратная транскриптаза 10x miRCURY RT Enzyme 
Mix (содержащая в своем составе Поли(А)полимера-
зу), очищенная от РНК вода и микроРНК, выделен-
ная в ходе предыдущего этапа исследования. Обратная 
транскрипция осуществлялась при температуре 42ºC 
в течение 1 часа с последующей инактивацией фермен-
та. Вышеописанный процесс позволял получить одно-
цепочечную кДНК-матрицу для всех допустимых на-
бором видов ПЦР-анализа. 

Полученная кДНК амплифицировалась в режи-
ме реального времени на аппарате Rotor-Gene Q 6plex 
с использованием ДНК-полимеразы (QuantiNova 
DNA-Polymerase) и флюоресцентного красителя 
SYBR® Green I. Амплификация в режиме реального 
времени осуществлялась в течение 50 циклов при тем-
пературе 60-95ºC. Одновременно с этим осуществля-
лась детекция флюоресценции при длине волны 494 нм 
для итогового определения экспрессии микроРНК. 
Всего определялась экспрессия 6 микроРНК: miR-
20a, miR-135a, miR-34b, miR-449в, miR-449с и кон-
трольной miR-16. 

Для интерпретации полученных результатов был 
применён биоинформатический  анализ 2^−∆∆Ct.  
Для оценки влияния экспрессии микроРНК на эф-
фективность программ ВРТ была использована ран-
говая корреляция Спирмена с применением шкалы 
Чеддока для характеристики силы корреляционных 
связей. Визуализация результатов осуществлялась с по-
мощью возможностей пакета Statistica 10 (Tibco, США) 
и Microsoft Excel 2019. 

Результаты

Результаты исследования показали, что экспрес-
сия экзосомальных miR-449с и miR-135a была значи-
мо ниже в основной группе (р=0,03156 и р=0,0477, со-
ответственно) (рис. 1). Также была отмечена тенден-

ция к снижению экспрессии для miR-20a, miR-34b 
и miR-449в (р=0,08186, р=0,15272 и р=0,18684, соот-
ветственно).

При сравнении результатов эмбриологического 
этапа программ ВРТ обнаружено, что с большой до-
стоверностью уровень экспрессии miR-34b, miR-449в 
и miR-449с имеет прямую зависимость с частотой по-
лучения эмбрионов пятого дня хорошего качества 
(р<0,01). Сила корреляционной связи этих отноше-
ний по шкале Чеддока соответствует умеренной, с наи-
большей величиной для miR-449с (r=0,4876). Для экс-
прессии miR-135a также была характерна корреляция 
с частотой получения бластоцист высокого качества, 
но с более низкой степенью достоверности (р<0,05). 
Сила корреляционной связи этого взаимоотношения 
была умеренная (r=0,3333) и наименьшая из получен-
ных достоверных величин (рис. 2). Для miR-20a не бы-
ло выявлено наличия связи с результативностью про-
грамм ВРТ (р>0,05)

Обсуждение

Выбор оцениваемых в нашем исследовании ми-
кроРНК был определен существующими в настоящее 
время данными фундаментальных работ, посвящён-
ных оценке роли малых форм РНК в качестве биомар-
керов мужского бесплодия. Внимание исследовате-
лей уже несколько лет привлекает семейство miR-34, 
которое состоит из шести членов (miR-34a, miR-34b, 
miR-34c, miR-449a, miR-449b, miR-449c), расположен-
ных на трех различных хромосомах 1p36.22, 11q23.1 
и 5q11.2 [12-18]. 

Объединив результаты этих и других исследований, 
K. Pantos и соавт. назвали основные механизмы, лежа-
щие в основе указанной связи [19]. Согласно их мне-
нию, подавление экспрессии микроРНК 34/449 может 
приводить к нарушению цилиогенеза в эфферентных 
протоках яичка, что, в свою очередь, сопровождается 
снижением реабсорбции семенной жидкости, агрега-
цией и агглютинацией сперматозоидов с последующей 
обструкцией эфферентных канальцев и повышени-
ем гидростатического давления в яичках. Результатом 
этих процессов является снижение качества эякулята 
вплоть до азооспермии. 

Другой постулируемый механизм – участие пред-
ставителей семейства микроРНК 34/449 в регуляции 
сперматогенеза. При блоке экспрессии этих микроР-
НК нарушается клеточный цикл сперматогенеза, диф-
ференцировка клеток, замедляется или полностью 
прекращается формирование жгутика сперматозои-
да, а также растет скорость апоптоза клеток. Резуль-
таты нашего исследования показали, что экспрессия 



46

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2025; 69(1)

DOI: 10.48612/pfiet/0031-2991.2025.01.42-48

Оригинальная статья

Рис. 1. Уровень экспрессии экзосомальных микроРНК в исследуемых группах.

Fig. 1. The level of expression of exosomal microRNAs in the study groups.

Рис. 2. Корреляционные взаимоотношения экспрессии отдельных микроРНК с результатами эмбриологического этапа программ ВРТ.

Fig. 2. Correlation of individual microRNAs’ expression with the results of the embryological stage of ART programs.
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miR-449с значительно снижается в группе пациентов 
с установленным мужским фактором бесплодия. 

Наряду с этим, miR-34b, miR-449в, и miR-449с 
из семейства микроРНК 34/449 демонстрируют зна-
чимое влияние на эффективность зачатия и развития 
эмбрионов в программах ВРТ. Экспериментальные 
данные многих исследователей показали сходные за-
кономерности. M. Eikmans и соавт. сообщили о сни-
жении экспрессии miRNA-34b у пациентов с олиго-
зооспермией и астенозооспермией (p<0,001 и  p<0,05, 
соответственно) [14]. Похожую корреляцию отмечают 
и другие авторы у пациентов с олигоастенозоосперми-
ей и азооспермией [15-17]. 

Важными представляются результаты исследова-
ния A. Momeni и соавт., в котором, помимо экспрес-
сии семейства miR-34, оценивалась степень метилиро-
вания промотора гена, кодирующего соответствующую 
микроРНК. В работе выявлено не только значимое 
снижение его экспрессии в группе бесплодных муж-
чин, но и большая степень метилирования промотора 
(82,4% против 23,3%) [12]. К сходным выводам относи-
тельно микроРНК 449 приходят R. Najafipour и соавт. 
Так, при достоверно более низкой экспрессии miR-
449-b (p=0.0001), частота метилирования промотора 
была выше в опытной группе (60,8% против 23,3%) 
[13]. C. Burgos и соавт. полагают, что влияние экс-
прессии miR-34 на фертильность может быть обуслов-
лено воздействием на PI3K/AKT/mTOR сигнальный 
путь [20].

Другой микроРНК, анализ экспрессии которой 
был проведен в настоящей работе, стала miR-135a. Ре-
зультаты исследования продемонстрировали не только 
значимое снижение её экспрессии у пациентов основ-
ной группы, но достоверное влияние на эмбриологиче-
ский этап программ ВРТ. Среди других работ, оцени-
вавших роль miR-135a, можно выделить исследование 
Y. Daneshmandpour и соавт., в которой помимо роли 
микроРНК 34b, описана ассоциация микроРНК135a 
с олигозооспермией [8], а также работу W. Li и соавт., 
в которой авторы выявили связь miR-135a с астенозо-
оспермией [21]. Y. Al-Mawlah и соавт. также подтвер-
дили наличие достоверной разницы в экспрессии ми-
кроРНК 135 в эякуляте бесплодных мужчин в сравне-
нии с фертильными донорами [22].

Одна из оцениваемых в нашем исследовании – 
miR-20a, была выбрана, основываясь на данных G. 
Cito и соавт., которые обнаружили существенное из-
менение экспрессии miR-20a-5p в крови у пациен-
тов с необструктивной азооспермией [23]. Результа-
ты нашего исследования не подтверждают эти выво-
ды, так как не обнаружено достоверной корреляции 

изменений экспрессии в эякуляте опытной и кон-
трольных групп.

Заключение

Идиопатическое мужское бесплодие по-прежне-
му остается одной из существенных проблем, с ко-
торыми сталкивается современная медицина на пу-
ти совершенствования методов экстракорпорально-
го оплодотворения. Понимание сути этой проблемы 
имеет решающее значение для предоставления нуж-
дающимся в ней парам шанса завести ребенка [5, 24]. 
Молекулы микроРНК, отобранные нами для иссле-
дования, продемонстрировали не только потенциаль-
ную способность быть использованными в качестве 
диагностического маркера мужской инфертильности, 
но и способность отражать эффективность процессов 
оплодотворения и формирования эмбриона. Вместе 
с тем, для полного обоснования возможности исполь-
зования малых нуклеиновых кислот необходимо про-
вести дополнительные исследования для выявления 
типов микроРНК, вовлеченных в эти процессы, ме-
ханизмов их действия, а также возможности модуля-
ции процесса их экспрессии, что может изменить ис-
ходы процедуры ВРТ для этих пациентов.
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