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Исследованы криозащитные свойства комплексов включения холестерина на основе RAMEB –
произвольно метилированных производных бета-циклодекстринов (randomly methylated β-cyclo-
dextrin) в отношении сперматозоидов человека. Изучено взаимодействие различных концентраций
RAMEB и комплексов включения холестерина на основе RAMEB с мембранами сперматозоидов.
Показано, что выраженная цитотоксичность RAMEB в отношении сперматозоидов обусловлена
взаимодействием циклодекстринов с липидными компонентами мембраны, в частности экстрак-
цией холестерина. Комплексы RAMEB с холестерином обладают значительно менее выраженной
цитотоксичностью. Установлена зависимость между концентрацией холестерина в мембранах
сперматозоидов и концентрацией комплексов RAMEB с холестерином в образце. Показано, что ин-
кубация сперматозоидов перед криоконсервацией с 2 мг/мл комплексов RAMEB с холестерином
статистически значимо повышает выживаемость (на 13.8%) и долю прогрессивно подвижных спер-
матозоидов (на 14.8%) после разморозки. Методом рентгеноструктурного анализа показано, что
присутствие в образцах RAMEB и комплексов RAMEB с холестерином в исследуемых концентра-
циях (2, 4 и 8 мг/мл) не влияет на средний размер кристаллов льда, формирующихся в образце при
криоконсервации. Предложен механизм криопротекторного действия комплексов RAMEB с холе-
стерином.
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Первые попытки криоконсервации спермато-
зоидов были предприняты около 250 лет назад
итальянским священником Лазаро Спалланцани,
который подвергал сперму воздействию отрица-
тельных температур, используя для этих целей
снег [1]. Дальнейший научный прогресс в крио-
биологии был достигнут значительно позже, ко-
гда в 1949 г. были открыты криопротекторные

свойства глицерина [2]. Первый ребенок, рож-
денный в результате использования криоконсер-
вированной спермы, появился на свет в 1953 г.
[3]. На сегодняшний день криоконсервация спер-
матозоидов является неотъемлемой частью вспо-
могательных репродуктивных технологий [4]. 

Криоконсервация сперматозоидов рекомен-
дована мужчинам, страдающим онкологически-
ми, аутоиммунными и другими заболеваниями,
сопряженными с потенциально высокими риска-
ми нарушения репродуктивной функции, а также
пациентам, которым предстоит химио- или ра-
диотерапия [5, 6]. Криоконсервация может быть
назначена пациентам с тяжелыми и/или прогрес-

Сокращения: RAMEB – произвольно метилированные
производные β-циклодекстрина (randomly methylated β-cy-
clodextrin), Мβ-ЦД – метил-бета-циклодекстрины, Мβ-
ЦД-Х – комплексы метил-бета-циклодекстринов с холе-
стерином, DPBS – раствор Дюльбекко с кальцием и маг-
нием (Dulbecco's phosphate-buffered saline).

УДК 577.115.083; 577.352.333

МЕДИЦИНСКАЯ БИОФИЗИКА



БИОФИЗИКА  том 69  № 6  2024

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ КОМПЛЕКСОВ ВКЛЮЧЕНИЯ ХОЛЕСТЕРИНА 1391

сирующими формами олиго-, астенозооспермии,
в том числе в момент улучшения показателей
спермограммы, достигнутых в процессе андроло-
гического лечения [7]. Возможность криоконсер-
вации единичных сперматозоидов, полученных у
мужчин с диагнозом азооспермия посредством
микрохирургической биопсии тестикулярных
сперматозоидов, позволяет избежать повторные
операции [8]. Криоконсервация сперматозоидов
позволяет создавать криобанки донорской спер-
мы без риска передачи ВИЧ, гепатитов В и С и си-
филиса реципиенту благодаря возможности про-
ведения надлежащего скрининга [9].

Ввиду большого объема замораживаемого об-
разца для криоконсервации сперматозоидов ру-
тинно используется технология медленной замо-
розки [10]. Несмотря на значительный прогресс,
достигнутый в криобиологии в целом, эффектив-
ность технологии медленной заморозки остается
достаточно низкой: 40-60% процентов спермато-
зоидов (от изначального количества подвижных
сперматозоидов в нативном образце) утрачивают
подвижность после разморозки [11]. 

Большинство криоповреждений биологиче-
ских объектов прямо или косвенно связаны с об-
разованием вне- и внутриклеточных кристаллов
льда [12]. Было установлено, что для сперматозо-
идов основными факторами, приводящими к ги-
бели клеток, являются осмотический дисбаланс и
повреждение мембраны [13]. При понижении
температуры структура липидов мембраны транс-
формируется, в основном за счет фазово-струк-
турных переходов [14]. В области фазовых пере-
ходов липидных молекул сосуществование в бис-
лое областей жидкокристаллической и гелевой
фаз становится причиной образования микроде-
фектов в структуре мембраны [15], а перераспре-
деление мембранных белков в конечном итоге
приводит к образованию белковых агрегатов [16],
что ведет к необратимой потере некоторых функ-
ций мембраны. Осмотические эффекты, связан-
ные с формированием внеклеточных кристаллов
льда, а также с добавлением и удалением крио-
протекторов, вносят существенный вклад в по-
вреждения плазматической мембраны [17]. 

Степень криоповреждений мембран зависит
от скорости замораживания-оттаивания, приро-
ды и концентрации криопротекторов, фосфоли-
пидного состава и степени гидратированности, а
также от содержания холестерина [14]. Известно,
что холестерин, локализованный в составе липи-
дов мембраны, регулирует упаковку [18] и кон-
тролирует динамичность липидных молекул (по-
движность, вращение, латеральную диффузию),
что приводит к модулированию ряда свойств и
функций мембраны, таких как толщина мембра-
ны, ее текучесть, проницаемость для воды и дру-
гих молекул, а также температура и степень ко-

оперативности фазового перехода [19]. Доказано,
что добавление холестерина препятствует перехо-
ду липидов в гексагональную фазу (HII) [20].

В связи с таким влиянием холестерина на
свойства плазматической мембраны во многих
исследованиях изучалась гипотеза о холестерин-
опосредованном повышении устойчивости мем-
бран к повреждениям, вызванным криоконсерва-
цией.

Важной особенностью мембраны сперматозо-
идов является физиологическая перестройка в
процессе капацитации, состоящем из гиперакти-
вации и акросомальной реакции, необходимых
для оплодотворения. Процесс гиперактивации
сопровождается оттоком холестерина с плазмати-
ческой мембраны сперматозоидов, повышением
ее текучести и проницаемости, изменением мем-
бранного потенциала, а также гиперполяризаци-
ей мембраны [21, 22]. Однако преждевременная
активация сперматозоидов, например, при крио-
консервации, ведет к гибели клетки. 

В исследованиях, проводившихся на сперме
разных видов млекопитающих, была обнаружена
строгая корреляция между молярным процентом
холестерина в плазматической мембране и крио-
толерантностью сперматозоидов. Наибольшей
криотолерантностью обладают сперматозоиды
кролика, в их мембранах молярный процент хо-
лестерина равен 62%, а на последнем месте –
сперматозоиды барана – 38% [23]. Насыщение
мембраны сперматозоидов холестерином приво-
дит к повышению их криотолерантности [24–27]. 

Молекула холестерина гидрофобна и нерас-
творима в полярных растворителях. Для того,
чтобы доставить холестерин к мембране сперма-
тозоидов, требуется «молекула-переносчик». В
качестве таких «переносчиков» могут быть ис-
пользованы циклодекстрины.

Циклодекстрины представляют собой цикли-
ческие олигосахариды, состоящие из остатков D-
(+)-глюкопиранозы, связанных α-D-1,4-глико-
зидной связью [28]. Циклодекстрины обладают
гидрофильной внешней поверхностью и гидро-
фобной внутренней полостью, способной обра-
зовывать комплексы включения с широким спек-
тром гидрофобных гостевых молекул [29]. 

Включение происходит в основном за счет
гидрофобных и ван-дер-ваальсовых взаимодей-
ствий [30]. Номенклатура циклодекстринов опре-
деляется количеством остатков глюкозы в их
структуре. Так, гексамер глюкозы обозначается
как α-циклодекстрин, гептамер – β-циклодекс-
трин, а октомер – γ-циклодекстрин [31]. Степень
полимеризации определяет размер гидрофобной
полости и, следовательно, сродство носителя к
определенным классам соединений [32]: α-цик-
лодекстрины обладают наивысшим сродством к
фосфолипидам, а β-циклодекстрины – к холесте-
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рину [33]. Стоит отметить, что полость одиноч-
ной молекулы β-циклодекстрина (∼ 8 Å) слиш-
ком мала, чтобы полностью экранировать моле-
кулу холестерина (∼ 18 Å) от молекул воды [34].
Существование комплекса включения холестери-
на на основе β-циклодекстрина со стехиометрией
1 : 2 было неопровержимо доказано с помощью
дифракционного анализа (рис. 1) [35]. 

Применение нативных β-циклодекстринов за-
труднено из-за их низкой растворимости в поляр-
ных растворителях (18.8 г/л при 25°C для воды)
[36]. Растворимость β-циклодекстрина и ком-
плексов включения на его основе может быть
значительно повышена модификацией гидрок-
сильных групп различными заместителями [37].
Метилированные производные β-циклодекстри-
на, такие как 2,6-ди-О-метил-β-циклодекстрин и
2,3,6-три-О-метил-β-циклодекстрин, известны
своей высокой растворимостью в воде (> 300 г/л)
[38]. Однако, в связи с трудоемкостью синтеза ди-
замещенного производного β-циклодекстрина
[39], использование произвольно замещенных
метилированных производных (RAMEB – ran-
domly methylated β-cyclodextrin) в настоящее вре-
мя является предпочтительным [40].

Целью данной работы было исследование вза-
имодействия метилированных β-циклодекстри-
нов (Мβ-ЦД) и их комплексов с холестерином
(Мβ-ЦД-Х) с мембранами сперматозоидов, оцен-
ка их роли в выживаемости клеток после крио-
консервации и выявление потенциальных меха-
низмов их криозащитных свойств. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Реактивы, использованные в работе: набор реа-

гентов для определения холестерина «Холесте-
рин-ФКД» (ООО «Агат-Мед», Россия); набор для
оценки жизнеспособности сперматозоидов Vital
Screen (FertiPro, Бельгия); раствор Дюльбекко с
кальцием и магнием – DPBS («Панэко», Россия);
произвольно метилированные бета-циклодекс-
трины RAMEB (степень замещения (degree of
substitution) DS = 1.5–2.1 метильных групп на
каждый остаток глюкозы) (Sigma, США); холе-
стерин (Sigma, США); среда Sperm Wash (Vit-
romed, Германия); среда All Grad Wash (Vitromed,
Германия); криопротекторная среда Sperm Freeze
(Vitromed, Германия); 

Работа проводилась на образцах спермы доно-
ров. Оценку концентрации и подвижности спер-
матозоидов осуществляли в камере Маклера в со-
ответствии с критериями ВОЗ [41]. Оценку по-
движности производили по четырем категориям:
a – быстрое прямолинейное движение, b – мед-
ленное прямолинейное движение, c – не прямо-
линейное движение, d – неподвижные спермато-
зоиды. 

Оценка интактности мембраны сперматозоидов.
Для оценки доли сперматозоидов с интактной
мембраной использовали стандартный набор Vi-
tal Screen. В основе анализa Vital Screen лежит
окраска образца красителями эозином и нигрози-
ном. Поскольку краситель эозин проникает толь-
ко в клетки с поврежденной плазматической
мембраной, метод позволяет оценить долю жи-
вых клеток в образце. Для каждого образца оце-
нивали не менее 200 сперматозоидов.

Выделение подвижной фракции сперматозоидов
и определение цитотоксичности Мβ-ЦД и Мβ-
ЦД-Х. Для выделения подвижной фракции спер-
матозоидов использовали метод центрифугиро-
вания в градиенте плотности (90% и 45%
All Grad Wash : Sperm Wash (об./об.). На 1 мл
90%-го градиента наслаивали 1 мл 45%-го гради-
ента, затем наслаивали 2 мл эякулята и центрифу-
гировали при 400 g в течение 7 мин. Полученный
осадок ресуспендировали в 2 мл среды Sperm
Wash и центрифугировали при 500 g в течение
10 мин. Отбирали супернатант, к осадку добавля-
ли 2 мл среды Sperm Wash и повторно центрифу-
гировали при 300 g в течение 10 мин. Осадок ре-
суспендировали в объеме среды Sperm Wash, не-
обходимом для достижения концентрации
сперматозоидов в образце, равной 100 млн/мл.
Полученную клеточную суспензию делили на
аликвоты по 50 мкл и добавляли к этим аликвотам
по 50 мкл среды Sperm Wash, содержащей 0.1, 0.2,
0.4, 0.8, 1.6, 3.2, 6.4 и 12.8 мг Мβ-ЦД или 0.1, 0.2,
0.4, 0.8, 1.6 и 3.2 мг Мβ-ЦД-Х. К контрольному
образцу добавляли 50 мкл среды Sperm Wash. Об-
разцы инкубировали при 25°C, а через 15, 30 и

Рис. 1. Комплекс включения холестерина на основе
β-ЦД: в результате взаимодействия двух молекул
β-ЦД с молекулой холестерина последняя оказывает-
ся инкапсулированной с обоих концов: стероидное
ядро входит в полость одной молекулы β-ЦД, а боко-
вая цепь – в полость другой [35].
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60 мин производили оценку доли сперматозоидов
с интактной мембраной.

Оценка экстракционной способности Мβ-ЦД. К
эякуляту добавляли среду DPBS в соотношении
1 : 2 (об./об.) и центрифугировали при 300 g в те-
чение 10 мин. Отбирали супернатант, получен-
ный осадок ресуспендировали в 2 мл среды DPBS
и центрифугировали при 300 g в течение 10 мин.
Осадки от нескольких эякулятов объединяли,
оценивали концентрацию клеток с помощью ка-
меры Маклера (не менее 3 раз в разных аликво-
тах) и разделяли на аликвоты по 100 мкл. К
аликвотам добавляли 100 мкл среды DPBS, содер-
жащей 1.6, 3.2, 6.4 и 12.8 мг Мβ-ЦД. К контроль-
ной аликвоте добавляли 100 мкл 2%-го раствора
Triton X-100 в DPBS. Инкубировали образцы при
37°C в течение 1 ч и определяли концентрацию
холестерина в образах при помощи ферментатив-
ного колориметрического детектирования.

Приготовление комплексов «циклодекстрины–
холестерин». Мβ-ЦД-Х были приготовлены со-
гласно работе [24]. Растворяли 1 г Мβ-ЦД в 2 мл
метанола и 200 мг холестерина – в 1 мл хлорофор-
ма. Затем 450 мкл раствора холестерина добавля-
ли к раствору Мβ-ЦД, тщательно перемешивали
и высушивали на ротационном испарителе
Laborota-4000 (Heidolph, Германия).

Оценка насыщаемости мембраны сперматозои-
дов холестерином. К 1 мл нативного эякулята до-
бавляли 0, 2, 4, 8 или 16 мг Мβ-ЦД-Х и инкубиро-
вали в течение 15 мин при 25°C. После чего к об-
разцу добавляли среду DPBS в соотношении 1 : 2
(об./об.) и центрифугировали при 300 g в течение
10 минут. Полученный осадок ресуспендировали
в 2 мл среды DPBS и повторно центрифугировали
при 300 g в течение 10 мин. Отбирали суперна-
тант, добавляли к осадку 100 мкл DPBS. Опреде-
ляли концентрацию сперматозоидов в образце
(подсчет производили на менее трех раз, расcчи-
тывали среднее значение) и отбирали 100 мкл для
определения концентрации холестерина в образ-
це с помощью ферментативного колориметриче-
ского детектирования.

Определение концентрации холестерина с помо-
щью ферментативно-колориметрического метода.
К 100 мкл исследуемого образца добавляли
100 мкл 2%-го раствора Triton X-100 в DPBS, ин-
кубировали в течение 1 ч при 37°С. Этот этап про-
пускали в случае, когда для экстракции холесте-
рина к образцу добавляли Мβ-ЦД-Х. Добавляли к
образцу 2 мл ферментно-хромогенной смеси «Хо-
лестерин-ФКД». Образцы тщательно перемеши-
вали на вортексе и инкубировали в течение
25 мин при 25°С в темноте. По окончании инку-
бации сперматозоиды осаждали посредством
центрифугирования при 500 g в течение 10 мин.
Супернатант отбирали для регистрации спектра
поглощения на спектрофотометре ПЭ-5400УФ

(«ЭКРОСХИМ», Россия) в диапазоне длин волн
от 300 до 700 нм с шагом 1 нм в кюветах с длиной
оптического пути 10 мм. Расчет концентрации хо-
лестерина в анализируемом образце проводили
по формуле:

(1)

 где С – концентрация холестерина в исследуе-
мом образце, нмоль/млн; E0 – оптическая плот-
ность опытной пробы при длине волны 514 нм,
ед. опт. плотн.; Ек – оптическая плотность калиб-
ровочной пробы при длине волны 514 нм,
ед. опт. плотн.; 51.7 – количество холестерина в
калибровочной пробе, нмоль; n – количество
сперматозоидов в образце, млн. 

Определение оптимальной концентрации Мβ-
ЦД-Х для повышения криотолерантности сперма-
тозоидов при криоконсервации. Нативный эякулят
делили на аликвоты объемом 200 мкл, к аликво-
там добавляли 50 мкл среды Sperm Wash, содер-
жащей 0 (контроль), 0.25, 0.5 и 1 мг Мβ-ЦД-Х, и
инкубировали полученные образцы в течение
15 мин при 25°C. Медленно, по 1 капле в 3–4 с,
перемешивая на вортексе, добавляли к образцам
криопротекторную среду Sperm Freeze в соотно-
шении 1 : 0.7 (об./об.), инкубировали 10 мин при
25°C. Заморозку осуществляли в устройстве Han-
di-freezer Freezing tray (Taylor-Wharton, США) пу-
тем трехэтапного ступенчатого охлаждения в те-
чение 45 мин. Образцы спермы хранили в жидком
азоте при –196°C. Образцы размораживали на во-
дяной бане при температуре 37°C в течение 5 мин.
Непосредственно после разморозки образцов
производили оценку подвижности сперматозои-
дов и доли сперматозоидов с интактной мембра-
ной. 

В данной работе показатели подвижности по-
сле разморозки выражали через индекс подвиж-
ности:

(2)

где Imotility – индекс подвижности, Ppostthaw – до-
ля сперматозоидов с категориями подвижности a
и b после разморозки, Pprefreeze – доля спермато-
зоидов с категориями подвижности a и b до крио-
консервации (в нативном образце).

Процентную долю сперматозоидов с интакт-
ной мембраной после разморозки выражали че-
рез индекс «жизнеспособности»:

(3)

где Iviability – индекс «жизнеспособности»,
Vpostthaw – доля сперматозоидов с интактной мем-
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браной после разморозки, Vprefreeze – доля спер-
матозоидов с интактной мембраной до криокон-
сервации (в нативном образце).

Рентгеноструктурный анализ. К 1 мл среды
Sperm Wash добавляли 2, 4 и 8 мг Мβ-ЦД или 2, 4
и 8 мг Мβ-ЦД-Х. Затем к образцам добавляли
криопротекторную среду Sperm freeze и замора-
живали в соответствии с вышеописанным про-
токолом. Дифракционные картины для исследуе-
мых растворов были получены на пучке P11
синхротронного источника PETRA III в Исследо-
вательском центре DESY (Гамбург, Германия).

Статистическая обработка. При оценке цито-
токсичности циклодекстринов расчет доли спер-
матозоидов с интактной мембраной проводили
целиком по всей группе, для сравнения этих дан-
ных применяли критерий хи-квадрат Пирсона
(χ2). Для описания количественных признаков
(индекс подвижности и индекс «жизнеспособно-
сти») были использованы медианные значения
(Me) и межквартильный интервал. Для сравнения
медианных значений индекса подвижности и ин-
декса «жизнеспособности» применяли W-крите-
рия Уилкоксона. В качестве меры статистической
связи между концентрацией сперматозоидов в
образцах эякулята и индексом «жизнеспособно-
сти» после разморозки при добавлении различ-
ных концентраций Мβ-ЦД-Х использовали ко-
эффициент ранговой корреляции Спирмена. Для
описания концентрации холестерина в образцах
были использованы среднее значение (M) и стан-
дартное отклонение (± SD). Для всех используе-
мых критериев уpовень cтатиcтичеcкой значи-
моcти pазличий был опpеделен как p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Взаимодействие Мβ-ЦД и Мβ-ЦД-Х с мембра-

ной сперматозоидов; цитотоксичность. Была ис-
следована цитотоксичность Мβ-ЦД и комплек-
сов Мβ-ЦД-Х по отношению к сперматозоидам
человека. Сперматозоиды инкубировали с Мβ-
ЦД в диапазоне концентрации от 2 до 128 мг/мл
или Мβ-ЦД-Х в диапазоне концентраций от 2 до
32 мг/мл, долю клеток с интактной мембраной
оценивали через 15, 30 и 60 минут инкубации.

Было установлено, что Мβ-ЦД обладают вы-
раженной цитотоксичностью по отношению к
сперматозоидам человека. Для концентрации
Мβ-ЦД, равной 2 мг/мл, различия в доле клеток с
интактной мембраной между образцами, содер-
жащими Мβ-ЦД, и контролем становились ста-
тистически значимыми через 30 мин инкубации,
а для концентраций ≥ 4 мг/мл – через 15 мин ин-
кубации. Для времени инкубации 15 мин средняя
токсическая концентрация Мβ-ЦД, вызывающая
гибель 50% клеток (IC50), для сперматозоидов че-
ловека составила 32 мг/мл (табл. 1). 

Цитотоксичность Мβ-ЦД может быть обу-
словлена их способностью экстрагировать ли-
пидные компоненты клеточной мембраны, в
частности холестерин, образуя с ними комплексы
включения [42, 43]. 

В данной работе была измерена концентрация
холестерина в среде, в которой инкубировались
сперматозоиды после добавления различных
концентраций Мβ-ЦД. С увеличением концен-
трации Мβ-ЦД в образце концентрация холесте-
рина в среде возрастала (рис. 2). Инкубация спер-
матозоидов в течение часа при 37°С в среде, со-
держащей 8, 16, 32 и 64 мг/мл Мβ-ЦД, привела к
экстракции соответственно 20, 27, 42 и 67% холе-
стерина из мембран сперматозоидов. 

Для Мβ-ЦД-Х различие в доле клеток с ин-
тактной мембраной между контролем и образца-
ми, содержащими Мβ-ЦД-Х, становилось
статистически значимым при концентрации
Мβ-ЦД-Х, равной 16 мг/мл, через 1 ч инкубации.
Однако доля сперматозоидов с интактной мем-
браной в этих образцах была значительно выше,
чем в образцах, инкубированных с такой же кон-
центрацией Мβ-ЦД. Менее выраженная цито-
токсичность эквивалентных концентраций Мβ-
ЦД-Х, полости которых заполнены холестери-
ном, косвенно подтверждает тот факт, что цито-
токсичность Мβ-ЦД обусловлена их аффинно-
стью к липидам мембраны. 

В работах [44] и [45] исследовалась цитоток-
сичность циклодекстринов по отношению к эн-
дотелиальным клеткам пупочной вены человека
и клеткам колоректальной аденокарциномы че-
ловека Caco 2. Авторы пришли к заключению, что
выраженность цитотоксического эффекта опре-
деляется холестеринсолюбилизирующей способ-

Рис. 2. График зависимости концентрации свободно-
го холестерина в среде со сперматозоидами от кон-
центрации Мβ-ЦД в образце (R2 = 0.9987). Данные
представлены в виде среднего значения (M) ± стан-
дартное отклонение (SD) (n = 5).
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ностью конкретного производного циклодекс-
тринов, которая, в свою очередь, зависит от вида
заместителя, степени замещенности гидроксиль-
ных групп и положения заместителя [46–48].
Способность метилированных производных цик-
лодекстринов образовывать водорастворимые
комплексы включения с холестерином возрастает
с увеличением количества метильных групп в мо-
лекуле циклодекстрина, достигая максимального
значения (в среднем 3.8 мг холестерина на 1 мл
раствора, содержащего 0.04 М циклодекстринов)
при количестве метильных заместителей, равном
14 (соответствует диметил-β-циклодекстрину
(DIMEB), у которого на каждый остаток глюкозы
молекулы циклодекстрина приходится по 2 ме-
тильные группы) [45].

Мβ-ЦД, изучаемые в данной работе, относят-
ся к произвольно метилированным производным
(RAMEB) и содержат 1.5–2.1 метильных групп на
каждый остаток глюкозы молекулы Мβ-ЦД. RA-

MEB-производные обладают высокой холесте-
ринсолюбилизирующей способностью: по эф-
фективности включения холестерина они стоят
на втором месте после DIMEB-производных Мβ-
ЦД [47], что обуславливает их выраженную цито-
токсичность.

Встраивание или экстракция липидов плазма-
тической мембраны может приводить к измене-
нию формы клеток вследствие изменения соот-
ношения площадей наружного и внутреннего мо-
нослоев мембраны [49]. Такие изменения
возможны и в случае экстракции и включения в
мембрану молекул холестерина [50]. Инкубация
сперматозоидов с Мβ-ЦД приводит к изменению
морфологии сперматозоидов: хвосты спермато-
зоидов закручиваются. Данный эффект наблю-
дался при концентрации Мβ-ЦД в образце, рав-
ной 16 мг/мл, и становился более выраженным
при дальнейшем (32 мг/ и выше) повышении
концентрации Мβ-ЦД (рис. 3).

Таблица 1. Доля сперматозоидов с интактной мембраной в образцах инкубированных с различными
концентрациями Мβ-ЦД и Мβ-ЦД-Х в течение 15, 30 и 60 минут

Концентрация

2 мг/мл 4 мг/мл 8 мг/мл 16 мг/мл 32 мг/мл 64 мг/мл 128мг/мл контроль

15 минут

Мβ-ЦД 1376/1400
98.3%

p = 0.672

1373/1400
98.1%
p = 1

1236/1400
88.3%

p < 0.01

910/1400
65.0%

p < 0.01

609/1400
43.5%

p < 0.01

567/1400
40.5%

p < 0.01

22/1400
1.6%

p < 0.01

1373/1400
98.1%

30 минут

Мβ-ЦД 1292/1400
92.3%

p < 0.01

1276/1400 
91.2%

p < 0.01

1190/1400
85.0%

p < 0.01

791/1400 
56.5%

p < 0.01

607/1400
43.4%

p < 0.01

529/1400
37.8%

p < 0.01

14/1400
1.0%

p < 0.01

1369/1400
97.8%

Мβ-ЦД-Х 1379/1400
98.5%

p = 0.162

1376/1400 
98.3%

p = 0.341

1380/1400
98.6%

p = 0.121

1370/1400
97.9%

p = 0.897

1325/1400
94.7%

p < 0.01

– –

60 минут

Мβ-ЦД 1254/1400
89.6%

p < 0.01

1240/1400 
88.6%

p < 0.01

1029/1400
73.5%

p < 0.01

732/1400
52.3%

p < 0.01

553/1400
39.5%

p < 0.01

336/1400
24.0%

p < 0.01

0 1370/1400
97.9% 

Мβ-ЦД-Х 1380/1400
98.6%

p = 0.154

1377/1400 
98.4%

p = 0.332

1355/1400
96.8%

p = 0.080

1253/1400
89.5%

p < 0.01

1195/1400
85.4%

p < 0.01

– –

Примечание. Для сравнения данных использован критерий хи-квадрат (χ2). Уровень статистической
значимости различий определен как p < 0.05. 
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Насыщение мембраны сперматозоидов холесте-
рином с помощью Мβ-ЦД-Х. Была определена
концентрация холестерина в мембранах сперма-
тозоидов после инкубации нативного эякулята с
различными концентрациями Мβ-ЦД-Х (рис. 4).
В области концентраций Мβ-ЦД-Х ≤ 8 мг/мл за-
висимость концентрации холестерина в образце
от концентрации Мβ-ЦД-Х выражается полино-
мом второго порядка (R² = 0.9847). Аналогичный
вид зависимости наблюдался в работах по насы-
щению холестерином мембран сперматозоидов
жеребцов [51] и быков [52]. При концентрации
Мβ-ЦД-Х > 8 мг/мл кривая зависимости выходит
на плато.

Инкубация сперматозоидов с 2, 4, 8 и 16 мг/мл
Мβ-ЦД-Х приводит к повышению концентрации
холестерина в образце в среднем в 2.4, 3.13, 5.8 и
6.0 раз. Встраивание такого количества холесте-
рина в мембраны сперматозоидов привело бы к
соотношению холестерин/фосфолипиды в мем-
бране, равному ~ 2.4, 3.13, 5.8 и 6 соответственно. 

Максимальное количество холестерина, кото-
рое может встроиться в липидный бислой, со-

ставляет 50 моль % (молярное соотношение холе-
стерин/фосфолипиды равно 1). При более высо-
ком молярном соотношении холестерин/
фосфолипиды (>50 моль % холестерина) в преде-
лах упорядоченной жидкокристаллической фазы
Lo бислоя образуются домены чистого холестери-
на. Дальнейший рост концентрации холестерина
в бислое (>66 моль % холестерина, молярное со-
отношение холестерин/фосфолипиды равно 2)
приводит к образованию кристаллов холестери-
на, предположительно вне липидного бислоя
[53]. 

Таким образом, измеренное количество холе-
стерина в образцах не может состоять только из
холестерина мембран сперматозоидов. Предпо-
ложительно, часть комплексов Мβ-ЦД-Х остают-
ся в среде, содержащей сперматозоиды после от-
мывки, внося вклад в повышение концентрации
холестерина в образце. Оценка остаточного коли-
чества комплексов Мβ-ЦД-Х в среде после дву-
кратной отмывки показала, что для концентра-
ции Мβ-ЦД-Х, равной 4 мг/мл, оно составляет

Рис. 3. Изменение морфологии сперматозоидов при добавлении к образцу: (a) – 16 мг/мл Мβ-ЦД, (б) – 32 мг/мл Мβ-
ЦД. Стрелка указывает на характерное закручивание хвоста сперматозоидов. 

Рис. 4. График зависимости концентрации холестерина в образце, содержащем сперматозоиды, от концентрации Мβ-
ЦД-Х, добавленных к эякуляту (R2 = 0.9847). Данные представлены в виде среднего значения (M) ± стандартное
отклонение (SD) (n = 5).
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менее 10% от среднего значения концентрации
холестерина в образцах. 

Вероятно, Мβ-ЦД-Х могут адсорбироваться
на поверхности клеточной мембраны спермато-
зоидов. Данные, полученные с использованием
малоуглового рассеяния, показали, что при до-
бавлении к липосомам Мβ-ЦД склонны адсорби-
роваться на их поверхности [54]. Можно предпо-
ложить, что и Мβ-ЦД-Х с холестерином будут
взаимодействовать с мембраной схожим образом.
В таком случае содержание холестерина в образ-
цах повышается за счет холестерина, который
встраивается в бислой, и в большей степени за
счет холестерина, присутствующего в составе
Мβ-ЦД-Х на поверхности клеток.

Определение оптимальной концентрации Мβ-
ЦД-Х для криоконсервации сперматозоидов чело-
века. Было исследовано влияние инкубации 
эякулята с различными концентрациями Мβ-
ЦД-Х перед заморозкой на выживаемость спер-
матозоидов (рис. 5 и 6). После разморозки во всех 
образцах наблюдалось значительное снижение 
подвижности и доли сперматозоидов с интактной 
мембраной по сравнению с нативными образца-
ми. Индекс подвижности и индекс «жизнеспо-
собности» после разморозки были статистически 
значимо выше для образцов, инкубированных с 2 
мг/мл Мβ-ЦД-Х перед криоконсервацией, чем в 
контрольных образцах (49.4 [45.3; 64.3] vs. 34.6 
[28.5; 43.9], p < 0.05; 56.6 [42.9; 70.9] vs. 42.8 [37.4; 
52.1], p < 0.05). Статистически значимые 
различия между индексом подвижности и индек-
сом «жизнеспособности» в образцах,  инкубиро-

ванных перед криоконсервацией с 1 мг/мл Мβ-
ЦД-Х, и соответствующими параметрами в кон-
трольных образцах обнаружены не были (31.8 
[26.7; 45.8] vs. 34.6 [28.5; 43.9], p = 1; 42.0 [33.1; 
53.4] vs. 42.8 [37.4; 52.1], p = 0.76). В образцах, ин-
кубированных с 4 мг/мл Мβ-ЦД-Х перед крио-
консервацией, индекс подвижности был стати-
стически значимо ниже, чем в контрольных об-
разцах (29.6 [25.3; 40.8] vs. 34.6 [28.5; 43.9], p < 
0.05). При этом индекс «жизнеспособности» в 
этих образцах статистически значимо не 
отличался от контроля (39.8 [37.7; 51.3] vs. 42.8 
[37.4; 52.1], p = 0.81).

Аналогичные результаты были получены для
других видов млекопитающих: инкубация с Мβ-
ЦД-Х с концентрацией 2 мг на 120 млн клеток пе-
ред криоконсервацией повышала выживаемость
сперматозоидов быка [52] и барана [55]. Для же-
ребца концентрация Мβ-ЦД-Х, повышающая
криотолерантность сперматозоидов, составляла
1.5 мг на 120 млн клеток [51, 56, 57]. 

В данной работе концентрацию добавленных к
эякуляту Мβ-ЦД-Х рассчитывали на объем эяку-
лята, а не на количество клеток, как это представ-
лено в большинстве статей, для удобства дальней-
шей рутинной работы в случае внедрения Мβ-
ЦД-Х в качестве компонента криопротекторной
среды в клиническую практику. Медианное зна-
чение концентрации сперматозоидов в образцах
составило 100.5 [78.0; 109.5] млн/мл. Мы не вы-
явили корреляции между концентрацией сперма-
тозоидов в нативном образце и выживаемостью
сперматозоидов после разморозки при инкуба-

Рис. 5. Box-plot-диаграмма индекса подвижности
сперматозоидов после разморозки в образцах, инку-
бированных с 1, 2 и 4 мг/мл Мβ-ЦД-Х перед крио-
консервацией, и в контрольных образцах (n = 12).
Для сравнения данных использован W-критерий
Уилкоксона. Уровень статистической значимости
определен как p < 0.05. Буквами a, b и c обозначены
статистически значимо отличные выборки. Выборки
с одинаковым буквенным индексом не имеют стати-
стически значимых различий.

Рис. 6. Box-plot-диаграмма индекса «жизнеспособно-
сти» сперматозоидов после разморозки в образцах,
инкубированных с 1, 2 и 4 мг/мл Мβ-ЦД-Х перед
криоконсервацией, и в контрольных образцах
(n = 12). Для сравнения данных использован W-кри-
терий Уилкоксона. Уровень статистической значи-
мости определен как p < 0.05. Буквами a и b обозначе-
ны статистически значимо отличные выборки. Вы-
борки с одинаковым буквенным индексом не имеют
статистически значимых различий.



1398

БИОФИЗИКА  том 69  № 6  2024

МИРОНОВА и др.

ции эякулята с различными концентрациями
Мβ-ЦД-Х перед криоконсервацией. Для концен-
траций Мβ-ЦД-Х, равных 1 и 2 мг/мл, коэффи-
циент ранговой корреляции Спирмена составил
0.059 (p = 0.89) и 0.275 (p = 0.51) соответственно. 

Анализ кристаллообразования в криопротектор-
ной среде Sperm Freeze после добавления Мβ-ЦД и
Мβ-ЦД-Х методом рентгеноструктурного анализа.
Дисахариды (сахароза, трегалоза) широко ис-
пользуются в криобиологии в качестве непрони-
кающих криопротекторов [58]. Ингибирование
роста кристаллов льда дисахаридами обусловлено
как уменьшением количества свободной воды в
растворе за счет значительного гидрационного
эффекта, так и увеличением частоты нуклеации
кристаллов льда [59]. Таким образом, включение
дисахаридов в криопротекторный раствор приво-
дит к уменьшению размера кристаллов льда, при
этом увеличивая их количество [60, 61]. Можно
предположить, что циклодекстрины, являясь
олигомерами глюкозы, также могут влиять на
структуру окружающей воды и образование льда.
Рентгеноструктурный анализ сформировавшихся
в процессе криоконсервации кристаллов льда в
образцах с добавлением 2, 4 и 8 мг/мл Мβ-ЦД или
Мβ-ЦД-Х показал, что средний размер образую-
щихся кристаллов не отличается от среднего раз-
мера кристаллов в контрольных образцах
(табл. 2). Исходя из этого, можно сделать вывод,
что криопротекторный механизм циклодекстри-
нов и комплексов включения на их основе заклю-
чается не в подавлении роста кристаллов льда,
по крайней мере для используемых в работе кон-
центрациий. Криопротекторный механизм Мβ-
ЦД-Х, по-видимому, носит комплексный харак-
тер. Он обусловлен как непосредственно встраи-
ванием холестерина в бислой мембраны, так и ас-
социацией Мβ-ЦД-Х с поверхностью мембраны
клеток. Встраиваясь в мембрану сперматозоидов,
холестерин влияет на физико-химические свой-
ства бислоя и фазово-структурные переходы ли-
пидов мембраны. Наслаиваясь на поверхности
клеток, Мβ-ЦД-Х, вероятно, способствуют за-
медлению осмотического и диффузионного об-
мена между клеткой и внешней средой, что поз-
воляет снизить осмотический стресс. Конкрет-

ный механизм криозащитных свойств Мβ-ЦД-Х
еще предстоит выяснить.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Произвольно метилированные производные
бета-циклодекстринов обладают выраженной
цитотоксичностью по отношению к сперматозо-
идам человека, что обусловлено высокой холесте-
рин-солюбилизирующей способностью данных
производных циклодекстринов. Инкубация
сперматозоидов с Мβ-ЦД приводит к экстракции
значительного количества холестерина (67% для
концентрации Мβ-ЦД в образце, равной
64 мг/мл) из мембран клеток и, как следствие, к
изменению их морфологии, потере подвижности
и гибели клеток. Цитотоксичность Мβ-ЦД-X
значительно менее выражена, так как они не мо-
гут экстрагировать липидные компоненты мем-
браны клеток из-за того, что их полости уже за-
полнены холестерином. В концентрациях, ис-
пользуемых для повышения криотолерантности
сперматозоидов, Мβ-ЦД-X не цитотоксичны. 

При инкубации сперматозоидов с Мβ-ЦД-X
(2–16 мг/мл) количество холестерина в образце
со сперматозоидами возрастает. Измеренное ко-
личество холестерина в образцах превышает тео-
ретически возможное его содержание в мембране
в несколько раз. Вероятно, это объясняется ад-
сорбцией Мβ-ЦД-X на поверхности мембран
сперматозоидов, приводящей к существенному
увеличению количества холестерина в образцах.

Инкубация сперматозоидов с 2 мг/мл Мβ-ЦД-
X перед криоконсервацией приводит к увеличе-
нию индекса подвижности и индекса «жизнеспо-
собности» сперматозоидов после разморозки на
14.8 и 13.8% соответственно. Инкубация сперма-
тозоидов с 1 и 4 мг/мл Мβ-ЦД-X не приводит к
статистически значимому повышению криотоле-
рантности сперматозоидов. 

Рентгеноструктурный анализ среднего разме-
ра кристаллов льда, образующихся в образцах при
криоконсервации, не выявил статистически зна-
чимых различий между образцами с добавлением
Мβ-ЦД и Мβ-ЦД-X и контрольными образцами. 

Таблица 2. Средний размер кристаллов, формирующихся в образцах с различной концентрацией Мβ-ЦД и Мβ-
ЦД-Х

Контроль 2 мг Мβ-ЦД 4 мг Мβ-ЦД 8 мг Мβ-ЦД 2 мг Мβ-ЦД-Х 4 мг Мβ-ЦД-Х 8 мг Мβ-ЦД-Х

14 мкм 15 мкм 14 мкм 14 мкм 15 мкм 15 мкм 14 мкм

Примечание. Состав криопротекторного раствора – 1 мл среды Sperm Wash + 0.7 мл среды Sperm Freeze. Для
каждого образца оценка среднего размера кристаллов проводилась по 2000 значений.
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Таким образом, криопротекторный механизм
Мβ-ЦД-X, по-видимому, представляет собой со-
вокупность двух факторов: 1) изменение физико-
химических свойств мембраны в результате изме-
нения концентрации холестерина в бислое;
2) смягчение осмотических эффектов в результа-
те адсорбции Мβ-ЦД-X на поверхности мем-
браны. 
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 The Use of Cholesterol/Randomly Methylated β-Cyclodextrin (RAMEB) Inclusion 
Complexes to Improve Human Spermatozoa Cryosurvival

 A.G. Mironova*, **, S.I. Afanasyeva***, S.A. Yakovenko***, 
A.N. Tikhonov**, ***, and E.Yu. Simonenko***

*Human Reproduction Clinic “Altravita”, ul. Nagornaya 4A, Moscow, 117186 Russia

**N.M. Emanuel Institute of Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences, ul. Kosygina 4, Moscow, 119334 Russia

***Faculty of Physics, M.V. Lomonosov Moscow State University, Leninskiye Gory 1/2, Moscow, 119991 Russia

Сryoprotective properties of cholesterol/randomly methylated beta-cyclodextrin (RAMEB) inclusion com-
plexes with respect to human spermatozoa have been investigated. The influence of different concentrations
of RAMEB and cholesterol/RAMEB inclusion complexes on sperm membranes has been explored. It was
shown that obvious cytotoxicity of RAMEB against spermatozoa is due to the interaction between cyclodex-
trins and lipid components of the membrane, in particular cholesterol extraction. Cholesterol/RAMEB in-
clusion complexes are significantly less cytotoxic. The dependence of cholesterol concentration in sperm
membranes on the concentration of cholesterol/RAMEB inclusion complexes in the sample was established.
It was demonstrated that incubation of spermatozoa with 2 mg/ml of cholesterol inclusion complexes before
cryopreservation caused a statistically significant increase in survival rate (by 13.8%) and in the proportion of
progressively motile spermatozoa (by 14.8%) post-thaw. X-ray diffraction revealed that the concentrations of
RAMEB or cholesterol/RAMEB inclusion complexes (2, 4 and 8 mg/mL) do not affect the average size of
ice crystals formed in the sample during cryopreservation in the samples. The mechanism of the cryoprotec-
tive effect of cholesterol/RAMEB inclusion complexes is proposed.

Keywords: cryopreservation, spermatozoa, membrane, cholesterol methylated beta-cyclodextrin, RAMEB 
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