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Актиальность. Мужское бесплодие является распространённой проблемой во всем мире. Для 

результативного лечения необходимо как можно раньше выявить заболевание репродуктивной 
системы и установить его этиологию. Для проведения ранней диагностики необходим поиск соот-
ветствующих молекул-маркеров, присутствие которых свидетельствовало бы о начале патологи-
ческого процесса [1]. В качестве таких маркеров была изучена общая активность протеаз и фосфо-
липаз семенной жидкости в сопоставлении с общим количеством белка спермоплазмы. Как было 
нами ранее показано сопоставление уровня активности ФЛА2 в семенной жидкости пациентов с 
диагнозом бесплодие и людей с нормальной репродуктивной функцией экспресс-методом гель-
диффузии даёт возможность прогнозной оценки потенциальной мужской инфертильности [2]. Тем 
не менее, использованный метод гель-диффузии является полуколичественным, работает при 
сравнении опытного и контрольного образцов, и не даёт однозначного ответа на вопрос о кон-
кретных значениях скоростей реакций гидролиза и активности ферментов [3]. 

Целью настоящей работы являлось изучение общей протеазной и ФЛА2 активности в сопо-
ставлении с общим количеством белка спермоплазмы у здорового донора и больного бесплодием. 
А также изучение субстратной специфичности ФЛА2 спермоплазмы при количественном анализе. 

Материалы и методы. В работе были использованы классические методы определения проте-
азной активности и общего количества белка с применением реактива Фолина. В случае изучения 
общей протеазной активности исследовали реакцию гидролиза белка под действием спермоплаз-
мы течении 30 минут с использованием БСА (козеина) в качестве субстрата реакции. В качестве 
продукта реакции регистрировали количество образовавшегося тирозина. В случае изучения об-
щей ФЛА2 активности исследовали реакцию гидролиза фосфолипидов под действием спермо-
плазмы в течении 60 минут (для расчёта активности) и нескольких суток (для определения специ-
фичности к субстрату) с использованием фосфатидилхолина (ФХ) и фосфатидилэтаноламина 
(ФЭА) в качестве субстрата реакции в составе смешанных мицелл фосфолипид:ТХ100 (1:3). В ка-
честве продуктов реакции регистрировали количество образовавшегося лизолипида и исходного 
субстрата, разделённых методом ТСХ (Рисунок 1), с последующим анализом соответствующих 
пятен на количественное содержание фосфора методом Васьковского [4]. 

Результаты и выводы. Изучение общей протеазной активности при гидролизе белка под дей-
ствием спермоплазмы течении 30 минут с использованием БСА (козеина) в качестве субстрата 
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реакции в вышеописанных условиях эксперимента показало значение скоростей реакции гидроли-
за на уровне 0,12 мкмоль/мл*мин для больного с диагнозом бесплодие и 0,062 мкмоль/мл*мин – 
для здорового донора, из чего можно сделать вывод об увеличении активности в два раза. Концен-
трация белка в условиях эксперимента in vitro для больного с диагнозом бесплодие и  для здорово-
го донора не отличалась и составила 0,88 мг/мл, что в пересчёте на исходный образец спермо-
плазмы составляло 8,8 мг/мл. Определённое значение концентрации белка несколько ниже лите-
ратурных данных (70 мг/мл), что может объясняться временем хранения исследованных образцов, 
содержащих протеазную активность. Конечная общая протеазная активность спермоплазмы в пе-
ресчёте на мг белка составила 0,136 МЕ/мг в случае больного и 0,07 МЕ/мг в случае здорового до-
норов, что свидетельствует об увеличении активности ферментов при развитии заболевания. 

Изучение общей ФЛА2 активности при гидролизе фосфолипидов под действием спермоплазмы 
с использованием фосфатидилхолина (ФХ) и фосфатидилэтаноламина (ФЭА) в качестве субстрата 
реакции в составе смешанных мицелл фосфолипид:ТХ100 (1:3), показало наличие пятен гидроли-
зовавшегося субстрата, что может свидетельствовать о достаточной чувствительности метода с 
использованием ТСХ для анализа активности данного фермента (Рисуок1). 

 
 

Рисунок 1. – Наличие пятна гидролизовавшегося субстрата (ФХ, ФЭА) после инкубации  
со спермоплазмой. 

 
Значение скоростей реакции гидролиза под действие ФЛА2 спермоплазмы в течении 60 минут в 

условиях эксперимента составило 0,0026 мкмоль/мин*мл для здорового донора и 0,0195 
мкмоль/мин*мл – для больного, что с учётом количественного содержания белка спермоплазмы 
составляет 0,003 МЕ/мг для здорового донора и 0,022 МЕ/мг – для больного. Полученные данные 
свидетельствуют об увеличении активности ФЛА2 при развитии патологии. Сравнение степени 
увеличения активности двух гидролаз говорит о большей чувствительности ФЛА2 при использо-
вании в качестве маркера заболевания. 

Подбор субстрата для изучения общей активности ФЛА2 в реакции гидролиза фосфолипидов 
под действием спермоплазмы в течении нескольких суток показал предпочтительное использова-
ние фосфатидилхолина (ФХ) в качестве субстрата реакции в сравнении с фосфатидилэтанолами-
ном (ФЭА) в составе смешанных мицелл фосфолипид:ТХ100 (1:3) (рисунок 2). 

 
Рисунок 2. – Зависимость степени гидролиза фосфолипидов, выраженной в долях единицы, от 

времени реакции под действием ФЛА2 спермоплазмы при использовании ФХ и ФЭА. 
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Заключение. Таким образом, в дополнении к ранее изученному методу гель-диффузии, полу-
ченные результаты свидетельствуют об увеличении активности изученных гидролаз при развитии 
патологического процесса, а также возможности использования метода ТСХ для количественного 
анализа активности ФЛА2 спермоплазмы, с предпочтительным использование фосфатидилхолина 
(ФХ) в качестве субстрата реакции. 
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При проведении научных исследований в области биомедицины часто возникают задачи, свя-

занные с анализом взаимодействия клеток и тканей с различными материалами. В частности, при 
исследовании механизмов функционирования клеток распространенной является методика куль-
тивирования in vitro, позволяющая исследовать клеточные процессы в контролируемых условиях. 
При этом, наряду с традиционными подходами по культивированию клеток в чашках Петри в 
настоящее время используются и устройства класса «лаборатория-на-чипе», позволяющие прово-
дить мониторинг с помощью встроенных датчиков. Кроме того, в различных областях медицины 
разработка многих современных высокотехнологичных методов сопровождается применением 
имплантов различного типа. Поверхность импланта не должна вызывать отторжения и оказывать 
отрицательного влияния на организм. В этой связи актуальной становится задача поиска новых 
биосовместимых материалов, которые пригодны для изготовления такого рода устройств.  

Особые требования предъявляются к материалам, контактирующим с нервными клетками. По-
скольку нейроны являются электрически активными, основным методом изучения их функциони-
рования является регистрация и стимуляция их электрической активности с использованием мик-
роэлектродных сенсоров, которые непосредственно взаимодействуют с клетками и могут быть 
имплантированы в структуру центральной нервной системы. Сочетание методов биоинженерии 
нейронных сетей и устройств класса «лаборатория-на-чипе» открывает возможности для воссо-
здания и регистрации ряда функциональных процессов в нейронных сетях in vitro, в более про-
стых и контролируемых условиях, нежели in vivo. Данный подход позволяет проводить эффектив-
ный фармакологический скрининг при моделировании различных форм нейродегенеративных за-
болеваний, таких как ишемия, травма, инсульт, эпилепсия, болезнь Альцгеймера и т. д.[1, 2], что, в 
свою очередь, подчеркивает  актуальность исследований, направленных на разработку новых ме-
тодов инженерии нейронных сетей и реализацию интерфейса с клетками нервной ткани.  

Интеграция клеток с сенсорными субстратами предъявляет жесткие требования к качеству и 
физико-химическим свойствам материалов, из которых они изготавливаются [3, 4]. В частности, 




