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АННОТАЦИЯ
Введение. Активное развитие биотехнологий открывает новые возможности для преодоления мужского бесплодия. В данном лите-
ратурном обзоре представлены перспективные методики, которые в ближайшее время могут быть внедрены в медицинскую практи-
ку, в частности, у пациентов с необструктивной азооспермией.
Материалы и методы. Проведены поиск, анализ и систематизация релевантных медицинских публикаций в базах данных PubMed 
и eLibrary по ключевым словам «мужское бесплодие» («male infertility»), «лечение» («treatment»), «новые технологии» («up-to-date 
technologies»), в результате которых отобрано и включено в настоящий обзор 27 публикаций.
Результаты и обсуждение. Для преодоления бесплодия у мужчин с остановкой сперматогенеза проводится изучение возможности 
применения сперматоцитов 2-го порядка и круглых сперматид для интрацитоплазматической инъекции. Также исследуется возмож-
ность индукции развития сперматозоидов из соматической плюрипотентной стволовой клетки в условиях in vitro. Кроме того, для 
осуществления сперматогенеза in vitro может быть использована органотипическая культура (фрагмент тестикулярной ткани), для 
чего применяются 2D и 3D-системы культивирования.
Заключение. Новые технологии преодоления мужского бесплодия дают шанс отцовства пациентам с необструктитвной азооспер-
мией, не имеющих зрелых сперматозоидов. Их разработка и будущее внедрение в повседневную практику остается предметом иссле-
дований и активных дискуссий.
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ABSTRACT
Background. Pe active development of biotechnologies opens new opportunities for overcoming male infertility. Pis literature review presents 
promising techniques that may soon be implemented in medical practice in patients with non-obstructive azoospermia.
Materials and methods. A search, analysis and systematization of relevant medical publications in PubMed and eLibrary databases was carried 
out using the keywords «мужское бесплодие» (“maleinfertility”), «лечение» (“treatment”), «новые технологии» (“up-to-datetechnologies»”). 
27 publications were selected and included in this review.
Results and discussion. To overcome infertility in men with spermatogenesis arrest, the possibility of using spermatocytes of the 2nd order 
and round spermatids for intracytoplasmic injection is studied. Pe possibility of inducing the development of spermatozoa from a somatic 
pluripotent stem cell in vitro is also investigated. In addition, an organotypic culture (a fragment of testicular tissue) can be used to carry out 
spermatogenesis in vitro, for which 2D-and 3D-systems are used.
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ВВЕДЕНИЕ
Последнее десятилетие ознаменовалось бурным 

развитием в  области биотехнологий. Многие специа-
листы говорят о грядущей революции в этой области, 
сопоставимой с взрывным ростом IT-индустрии в по-
следнем десятилетии ХХ века [1–3].

Эта биотехнологическая революция, безусловно, не 
обходит стороной и область репродуктивной медици-
ны. Новые технологии идут на помощь в борьбе с наи-
более тяжелой формой мужского бесплодия — необ-
структивной азооспермией.

Золотым стандартом лечения необструктивной 
азооспермии на сегодняшний день является микрохи-
рургическая тестикулярная экстракция, в  результате 
которой по разным данным в 30–70% случаев удается 
обнаружить сперматозоиды, которые в  дальнейшем 
могут быть использованы в процедуре ИКСИ [4].

К сожалению, на сегодняшний день в случае отсут-
ствия обнаружения сперматозоидов при проведении 
тестикулярной экстракции, как правило, предлагается 
использовать донорский материал.

В данной работе мы рассмотрим уже имеющиеся 
и  разрабатываемые методики лечения мужского бес-
плодия, вызванного необструктивной азооспермией 
при отсутствии у пациента зрелых сперматозоидов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Проведены поиск и  анализ релевантных публика-

ций в информационных системах PubMed, e-Library.ru 
с использованием ключевых слов «мужское бесплодие» 
(«male infertility»), «лечение» («treatment»), «новые тех-
нологии» («up-to-date technologies»). В результате ото-
брано 27 публикаций, которые включены в настоящий 
нарративный обзор.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Использование незрелых клеток для интрацито-

плазматической иньекции
Какие варианты лечения есть у пациентов с необ-

структивной азооспермией, у которых не было обнару-
жено сперматозоидов при проведении тестикулярной 
экстракции, но которые хотят иметь своих, в генетиче-
ском отношении, детей?

Дело в  том, что не только сперматозоиды можно 
использовать для проведения экстракорпорального 
оплодотворения, для этого также можно использовать 
незрелые клетки.

  

Самой незрелой клеткой сперматогенного эпителия 
является сперматогония — эти клетки имеют хромосо-
мный набор 46 XY, такой, как у  соматической клетки. 
Часть сперматогоний активно делится для поддержа-
ния их числа, обеспечивая новый пул клеток, а  другие 
идут по пути дифференцировки и  вступают в  процесс 
мейоза, в результате которого происходит редукция ге-
нетического материала до 23 хромосом для того, чтобы 
будущий сперматозоид мог оплодотворить яйцеклетку, 
у которой также имеется 23 хромосомы. 

Клетки, которые вступили в процесс мейоза, носят 
название сперматоциты 1-го и 2-го порядка. Мейоз со-
стоит из двух последовательных делений, в результате 
которого образуется клетка с  23 хромосомами, нося-
щая название «круглая сперматида». В дальнейшем она 
созревает, и из нее образуются продолговатая сперма-
тида, а затем — и сперматозоид (рис. 1).

Клетки, начиная со сперматоцита 2-го порядка, мо-
гут быть использованы для интрацитоплазматической 
инъекции. В литературе описаны случаи успешного 
интрацитоплазматического введения вторичных спер-
матоцитов, однако эффективность этой процедуры 
оценивается как низкая [5]. Применение более зрелых 
половых клеток — круглых сперматид дает более вы-
сокую вероятность успеха [6]. Использование круглых 
сперматид в процедуре ИКСИ имеет свою аббревиату-
ру — ROSI (Round Spermatid Injection)

Рис. 1. Сперматогенез (объяснение в тексте) [6]

Conclusion. New technologies for overcoming male infertility give a chance of fatherhood to patients with non-obstructive azoospermia who 
do not have mature spermatozoa. Peir development and future implementation in everyday practice remains the subject of research and active 
discussions.
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Однако, безусловно, так как эти клетки незрелые, 
они имеют незрелый генетический материал, а также 
ограниченную способность к  оплодотворению, что 
несет весьма значительные сложности и  определен-
ные риски. Использование незрелых клеток в  насто-
ящее время не рекомендуется в рутинной практике.

На сегодняшний день с 1993 года с помощью мето-
дики ROSI было рождено около 100 детей, но в период 
с начала нулевых и вплоть до 2015 года сообщений об 
успешных попытках ROSI не было [7], интерес к этой 
методике пропал где-то на полтора десятилетия, 
в  первую очередь из-за низкой вероятности успеха 
этой процедуры. Но благодаря усилиям одного чело-
века такой интерес снова начал набирать обороты.

Пациентов, у  которых отсутствуют гаплоидные 
половые клетки в  яичках, можно разделить на тех, 
у кого имеет место полное отсутствие половых клеток, 
и на тех, у кого имеется остановка сперматогенеза на 
стадии мейоза или премейотической стадии [9].

Для того, чтобы помочь таким пациентам, необхо-
димо культивировать половые клетки в лабораторных 
условиях, либо с  этапа остановки их развития, либо 
же и вовсе получать половую клетку путем индукции 
развития соматической клетки в  плюрипотентную 
стволовую, и  далее в  условиях in vitro запускать раз-
витие по сперматогенной линии в случае полного от-
сутствия половых клеток у пациента. 

Сперматогенез — это процесс деления и  созре-
вания половых клеток, для которого необходимо 
взаимодействие между различными типами клеток, 
поддержание определенного уровня гормонов и фак-
торов роста. В лабораторных условиях этот процесс 
воссоздать достаточно сложно.

В настоящее время существует три основных пути 
для воссоздания сперматогенеза в  лабораторных ус-
ловиях: это создание органотипических культур, 2-Д 
системы и 3-Д системы культивации сперматозоидов.

Органотипические культуры
Органотипическая культура, по сути, представля-

ет фрагмент тестикулярной ткани, помещенный в сре-
ду, обеспечивающую ее жизнеспособность.

Первая попытка создания такой системы с  ис-
пользованием биопсий яичка человека была выпол-
нена в 1967 году, в результате чего после трех недель 
культивирования наблюдалась дифференцировка 
первичных сперматоцитов от прелептотеновой до па-
хитеновой стадии [10]. Позже, в 1971 году ткани яич-
ка, полученные при орхидэктомии, выполненной по 
поводу рака простаты, были культивированы, и круг-
лые сперматоциты были наиболее продвинутыми 
половыми клетками, наблюдаемыми в  супернатанте 
среды, используемой для культивирования образцов 
ткани на 27 день культивирования [11]. 

Основным препятствием для создания системы 
сперматогенез in vitro на основе фрагментов ткани 
яичка является поддержание жизнеспособности тка-
ни на необходимое время для культивации спермато-
зоидов.

Чтобы повысить эффективность и  продолжи-
тельность жизни органотипических систем сперма-
тогенеза in vitro, в  настоящее время используется 
микрофлюидная технология. Основная идея ис-
пользования микрофлюидной системы заключается 
в том, чтобы способствовать обмену питательных ве-
ществ и продуктов жизнедеятельности путем облег-
чения диффузии и создания условий, более близких 
к in vivo. 

В 2011 году было опубликовано первое исследо-
вание, в  котором группа японских исследователей 
сообщает об успешном культивировании сперматид 
из фрагмента ткани тестикулы неонатальной мыши, 
помещенной в  условия in vitro. Полученные половые 
клетки были в  дальнейшем использованы для ROSI, 
в  результате чего были получены здоровые мыши, 
способные к репродукции [12]. 

Рис. 2. Доктор Атсуши Танака с матерью и ребенком, рожденным с 
помощью методики ROSI.

Этого человека зовут Атсуши Танака (рис. 2), 
японский доктор, член Японской ассоциации акуше-
ров и  гинекологов, член Американской ассоциации 
репродуктивной медицины (ASRM), часто высту-
пающий с  докладами на конгрессах по всему миру. 
Он —  всемирно признанный эксперт в области лече-
ния бесплодия с помощью ВРТ, ведущий специалист 
в области работы с незрелыми клетками и использо-
вания их в процедуре экстракорпорального оплодот-
ворения.

Из 100 детей, рожденных на сегодняшний день, на-
чиная с 2015 г., в результате процедуры ROSI 90 рожде-
но у него в клинике, и все 90 детей абсолютно здоровы 
и ничем не отличаются от своих сверстников [8].

Необходимо отметить, что по вышеуказанным 
причинам, а именно — по причине незрелости клеток 
и  их генетического материала, даже при проведении 
процедуры в  наиболее эффективной клинике репро-
дукции в мире, вероятность успеха с первой попытки 
составляет около 10% [6]. Развитие технологии ак-
тивации яйцеклетки, а  также внедрение технологии 
коррекции генетических аномалий может способ-
ствовать повышению эффективности этой методики 
в будущем. 

Сперматогенез in vitro
Но если у  пациента нет даже незрелых клеток, 

пригодных для проведения экстракорпорального 
оплодотворения? Есть ли надежда в такой ситуации?
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В 2020 году подобное исследование проведено уже 
с фрагментом человеческой тестикулы, где также были 
получены круглые сперматиды, которые в  дальней-
шем были использованы в  методике ROSI для опло-
дотворения яйцеклетки. Эмбрион был культивирован 
до стадии бластоцисты, по понятным этическим при-
чинам перенос эмбриона уже не производился, в  от-
личие от эксперимента на мышах [13].

Таким образом, учитывая последние данные, мо-
дификации органотипических систем на основе но-
вых технологий показали значительный потенциал 
к совершенствованию и дальнейшему развитию этого 
направления, что  в ближайшем будущем может при-
вести к  появлению полностью функциональных ор-
ганотипических систем культивации сперматозоидов 
для клинического применения у человека.

2D-системы
В свое время ограниченный успех органотипиче-

ских систем культивирования с использованием ткани 
яичка человека в достижении полноценного спермато-
генеза in vitro перенаправил некоторую часть исследо-
вательского фокуса на использование суспензий кле-
ток яичка для in vitro дифференцировки половых 
клеток. Культивирование сперматоцитов, выделенных 
из биопсий яичка пациентов с  обструктивной азоо-
спермией, в  культуральной среде, содержащей ФСГ, 
продемонстрировало возможность процесса созрева-
ния в виде морфологических изменений в ядрах спер-
матоцитов и роста жгутиков всего через 48 часов [14]. 

N. Cremades и  соавт. в  1999 году культивировали 
сперматоциты, выделенные у  пациентов с  необструк-
тивной азооспермией, на клетках Vero в течение 5 дней, 
при этом круглые сперматоциты дифференцировались 
в удлиненные сперматоциты, и также наблюдался один 
зрелый сперматозоид [15]. Раствор клеток Vero, допол-
ненный гормонами, также поддерживал in vitro мейоз 
и сперматогенез совместно культивируемыми сомати-
ческими и  половыми клетками, которые были выде-
лены из биопсий яичка пациентов с необструктивной 
азооспермией [16].

По сравнению с  органотипическими культурами 
ткани яичек 2D-системы культивирования суспензий 
клеток тестикул имеют свои преимущества и  недо-
статки. Для них не требуется использование фрагмен-
тов тестикулярной ткани, а  для культивации могут 
быть использованы плюрипотентные стволовые клет-
ки, которые устроены относительно просто.  Однако 
по сравнению с органотипическими системами куль-
туры тканей яичка 2D-культура клеток имеет зна-
чительные недостатки — 2D-системы не повторяют 
уникальную 3D-архитектуру и клеточные взаимодей-
ствия семенных канальцев, что имеет важное значе-
ние для нормального развития половых клеток.

Первое сообщение об успешном применении 
2D-системы на животных моделях появилось в  2003 
году [17]. Зародышевые клетки, выделенные от мы-
шей в возрасте 13–18 дней, культивировали с клетка-
ми Сертоли в  бессывороточной среде с  добавлением 
гормонов/факторов роста, что через 7–10 дней приво-
дило к появлению способных к оплодотворению кру-
глых сперматид.

В этом же году группе исследователей под руко-
водством доктора Танаки удалось получить 4 челове-
ческие сперматиды, культивируя сперматоцит перво-
го порядка на культуре клеток Vero [18].

2D-системы при оптимальных условиях культи-
вирования могут индуцировать сперматогенную диф-
ференцировку, однако для полноценного развития 
важны клеточные контакты между половыми и  не-
половыми клетками, выполняющими трофическую 
и сигнальную функции.

Хотя интенсивные исследования на протяжении 
многих лет в  итоге привели к  появлению функцио-
нальных 2D-систем культивирования, подходящих 
для развития клеток у грызунов, и даже эксперимен-
тальных 2D-систем неполного цикла культивации 
сперматозоидов у человека, это направление из-за вы-
шеуказанных проблем считается наименее перспек-
тивным.

 
3D-системы
Знания, полученные в результате интенсивных ис-

следований органотипических и 2D-систем культиви-
рования, стали необходимой ступенью для разработ-
ки искусственно созданных трехмерных (3D) систем 
культивации. J.H. Lee и  соавт. в  2006 году использо-
вали клетки яичка, выделенные из 18-дневных крыс, 
которые были культивированы на коллагеновом геле, 
чтобы имитировать состав базальной мембраны се-
менных канальцев. Эта 3D-система культивирования 
не только увеличивала жизнеспособность клеток яич-
ка, но и  направляла дифференцировку половых кле-
ток, что, вероятно, являлось следствием клеточных 
взаимодействий, имеющихся в 3D-системе культиви-
рования [19]. В 2012 году было сообщено о получении 
гаплоидных половых клеток из недифференцирован-
ных половых клеток, выделенных из 7-дневных мышей 
с  использованием 3D-системы, однако способность 
к  оплодотворению этих клеток не была определе-
на [20]. В другом исследовании такая же 3D-система 
направляла дифференцировку недифференцирован-
ных половых клеток, выделенных из 13–33-месячных  
макак-резусов [21]. Система, культивирования на ос-
нове метилцеллюлозы, также была предложена как еще 
одна 3D-система культивирования, которая, по-види-
мому, поддерживает дифференцировку незрелых поло-
вых клеток в гаплоидные мужские половые клетки [22].

Чтобы искусственно воспроизвести in vitro форму 
и функцию сперматогенного эпителия, в 2010 г. была 
представлена 3D-система, направленная на создание 
условий, которые могут поддерживать взаимодей-
ствия между соматическими и  половыми клетками, 
что, предполагается, имеет ключевое значение для 
успешной дифференцировки. Перитубулярные ми-
оидные клетки яичка сначала культивировались на 
нижней стороне вставок для культивирования в тече-
ние 3 дней, прежде чем добавлялась смесь клеток Сер-
толи и половых клеток сверху вставок, которые после 
дополнительных 22 дней культивирования привели 
к  образованию гаплоидных мужских половых кле-
ток [23]. T. Yokonishi и соавт. сообщили, что при этих 
новых 3D условиях культивирования диссоцииро-
ванные незрелые клетки яичка реконструировались 
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в  структуры, напоминающие их исходную тканевую 
архитектуру. Их новая система включала использо-
вание клеток яичка, выделенных из новорожденных 
мышей, для культивирования в  лунках V-образной 
формы в  течение 2 дней для образования агрегатов, 
за которым следовало размещение агрегатов на бло-
ках агарозного геля. Интересно, что агрегированные 
клетки формировали канальцеподобные структуры, 
и  гаплоидные половые клетки наблюдались через 
30–51 дней инкубации [24]. Недавно был также пред-
ложен модифицированный 3D метод культивирова-
ния, трехслойная градиентная система (3-LGS) для  
in vitro генерации органоидов яичка с использованием 
суспензий клеток яичка крыс. В этом подходе клетки 
яичка крыс были помещены между двумя слоями ма-
трицы базальной мембраны Matrigel без клеток, кото-
рые через 7 дней привели к образованию органоидов 
яичка. Кроме того, самоорганизация клеток яичка 
также привела к образованию и эпителизации клеток 
Сертоли; однако полная дифференцировка половых 
клеток не наблюдалась [25].  

Пожалуй, наиболее прогрессивное и  значимое 
исследование для пациентов, у  которых имеет место 
полное отсутствие половых клеток, было проведе-
но в 2021 году. S. Khampang и соавт. впервые удалось 
культивировать круглые сперматиды из плюрипотент-
ных стволовых клеток у нечеловекообразных обезьян. 
С помощью методики ROSI были получены эмбрио-
ны, которые развивались до стадии бластоцисты. Это 
очень важная работа и важный шаг на пути создания 
полноценных систем культивации сперматозоидов  
in vitro [26]. 

Потенциальное применение разрабатываемых 
методов лечения бесплодия

В зависимости от того, имеет ли пациент половые 
клетки, или же на каком этапе имеется остановка спер-
матогенеза, пациенту могут быть предложены разные 
варианты лечения. В случае обнаружения сперматид 
при тестикулярной экстракции пациенту может быть 
предложена методика ROSI. В случае, если у  пациен-
та имеется остановка развития на стадии мейоза или 
премейотической стадии, после выполнения тестику-
лярной биопсии фрагменты ткани могут быть исполь-
зованы для создания органотипической системы, или 
же выделенные незрелые половые клетки могут быть 
культивированы с  использованием 2D- или 3D-си-
стем. Пациентам с отсутствием тестикулярной ткани 
может быть предложена методика выделения клеток 
кожи с  индукцией обратного развития до плюрипо-
тентных стволовых клеток с  дальнейшим запуском 
развития в  половые клетки и  культивации в  сперма-
тозоиды или сперматиды в 2D- или 3D-системах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Отсутствие выявления сперматозоидов при те-

стикулярной экстракции у  пациентов с  необструк-
тивной азооспермией на сегодняшний день оставляет 
пациента перед нелегким выбором — использовать 
донорский материал, или же ждать появления новых 
высокотехнологичных методов лечения мужского 
бесплодия. Обнаружение незрелых клеток, в  первую 
очередь круглых сперматид, в ряде случаев дает шанс 
пациентам с  необструктивной азооспермией и  не 
имеющих зрелых сперматозоидов, однако немногие 
клиники на сегодняшний день работают с незрелыми 
клетками. Даже самая высокотехнологичная клиника, 
предлагающая услуги по выполнению методики ROSI, 
дает вероятность успеха процедуры с первой попытки 
лишь 10%.

Хотя круглые сперматиды, удлиненные спермати-
ды или даже сперматозоиды теоретически могут быть 
получены in vitro и использованы для оплодотворения 
ооцитов с помощью внутрицитоплазматической инъ-
екции, эти клетки не всегда подходят для образования 
зиготы. Таким образом, даже после успешной разра-
ботки эффективной системы культивации спермато-
зоидов для приматов, подтверждение нормальности 
и способности к оплодотворению полученных in vitro 
гаплоидных клеток является необходимым важным 
шагом, прежде чем можно будет рекомендовать экс-
периментальное применение или потенциальные кли-
нические испытания.

Основная опасность использования незрелых по-
ловых клеток заключается в риске, связанном с анеу-
плоидией и  эпигенетическими аномалиями, вызван-
ными несовершенством системы культивации. Даже 
у  здоровых фертильных мужчин 3–5% сперматозои-
дов имеют аномальный хромосомный состав, у паци-
ентов с бесплодием и невынашиванием этот процент 
значительно выше, не говоря уже о половых клетках, 
полученных искусственным способом.  

В ситуациях, когда яички пациента не поддержи-
вают дифференцировку половых клеток или не имеют 
какого-либо типа половых клеток из-за генетических Рис. 3. Схема применения новых технологий в преодолении 

мужского бесплодия 
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или хромосомных мутаций, они все еще могут быть 
кандидатами для будущих потенциальных вмеша-
тельств, по крайней мере теоретически. Это включает 
in vitro использование генной терапии или методов 
генетической коррекции для преодоления останов-
ки сперматогенеза, если в  будущем станут доступны 
безопасные инструменты редактирования генома. 
Исследования бесплодия с  использованием живот-
ных моделей показали осуществимость таких под-
ходов [27]. Технология получения индуцированных 

плюрипотентных стволовых клеток из соматических 
клеток, которые также могут быть использованы для 
получения половых клеток, открыло новые возмож-
ности. И, хотя эта технология в ее сегодняшнем виде 
не может быть использована у человека, если в буду-
щем станут доступны аналогичные, но безопасные 
альтернативные технологии, теоретически они могут 
предоставить еще одну уникальную возможность для 
обеспечения отцовства лицам, у  которых нет других 
вариантов.
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