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Один из важнейших этапов процесса оплодотво�
рения у человека – радикальная реорганизация
структуры ядра мужских половых клеток после сли�
яния с яйцеклеткой. Хроматин зрелых сперматозои�
дов отличается от хроматина других типов клеток не
только по составу, но и по значительно более высо�
кой степени компактизации: обычные гистоны по�
чти на 85% замещаются специфическими основны�
ми белками протаминами, что ведет к практически
полному отсутствию нуклеосомной организации
ДНК; кроме того, дополнительная стабилизация до�
стигается за счет формирования дисульфидных мо�
стиков между молекулами протаминов. Очевидно,
что после проникновения сперматозоида в яйце�
клетку необходима обратная реорганизация хрома�
тина и, следовательно, должны существовать факто�
ры, обеспечивающие эффективность данного про�
цесса, т.к. нарушение запрограммированной струк�
турной перестройки хроматина сперматозоидов мо�
жет привести к образованию дефектного мужского
пронуклеуса и негативно повлиять на ранние стадии

эмбриогенеза. В ооплазме инициируется декомпак�
тизация плотно упакованного хроматина мужских
половых клеток, сопровождающаяся заменой про�
таминов гистонами (Newport, 1987; Almouzni et al.,
1990, 1991; Kleinchmidt, Steinbeisser, 1991; Almouzni,
Wolffe, 1993; Bianchi et al., 1996; McLay, Clarke, 2003;
van der Heijden et al., 2005; Ajduk et al., 2006). В резуль�
тате генетический материал приобретает характер�
ную для соматических клеток нуклеосомную струк�
туру, что делает возможным его объединение в од�
ном ядре с женским пронуклеусом и последующую
адекватную экспрессию генетической информации.
Однако молекулярно�клеточные механизмы, обу�
славливающие такую радикальную реорганизацию
хроматина сперматозоидов, остаются во многом не�
ясными.

Протеолиз играет весьма существенную роль при
оплодотворении у млекопитающих. Известно, что
протеолитические события сопровождают началь�
ные этапы узнавания и взаимодействия яйцеклетки
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Механизмы, обуславливающие радикальное изменение структуры хроматина мужских половых
клеток в процессе оплодотворения, остаются во многом неясными. В данной работе представлены
аргументы, указывающие на возможность существования энзимов с протеолитической активно�
стью в ядрах зрелых сперматозоидов человека, и обсуждается предполагаемая роль этих неизвест�
ных ранее эндогенных протеолитических активностей в декомпактизации хроматина сперматозои�
дов в оплодотворенной яйцеклетке. С помощью техники проточной цитометрии продемонстриро�
вано, что обработка ядер сперматозоидов человека SH�содержащими реагентами не только
разрушает дисульфидные связи между молекулами протаминов, что необходимо для их эффектив�
ного удаления, но также индуцирует специфическую эндогенную протеазную активность, след�
ствием чего является достаточно быстрая деконденсация хроматина, сопровождающаяся протеоли�
зом ядерных белков. Процесс деконденсации хроматина практически полностью блокируется раз�
личными ингибиторами сериновых протеаз и компонентами семенной жидкости.
С целью визуализации мест локализации белков с протеолитической активностью в ядрах мужских
половых клеток использован оригинальный цитохимический подход – связывание флуоресцентно
меченого ингибитора протеаз с исследуемым объектом.
Приведенные в работе факты позволяют предположить, что одним из факторов реорганизации
структуры хроматина при формировании мужского пронуклеуса в процессе оплодотворения может
быть эндогенная ядерная протеаза сперматозоида, активирующаяся под действием глутатиона или
других SH�содержащих реагентов, которыми богата цитоплазма яйцеклетки.
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и сперматозоида, лежат в основе разрушения спер�
мийных митохондрий в ооците (Imschenetzky et al.,
1999; Mochida et al., 2000; Sutovsky et al., 2000; Wojcik
et al., 2000; Ziemba et al., 2002; Sutovsky, 2003; Yi et al.,
2007; Chakravarty et al., 2008; Rawe et al., 2008; Zim�
merman, Sutovsky, 2009). Протеазы участвуют и в ре�
организации хроматина сперматозоида при форми�
ровании мужского пронуклеуса (Chang, Zirkin, 1978;
Zirkin et al., 1980; Perreault, Zirkin, 1982; Marushige Y.,
Marushige K., 1983; Imschenetzky et al., 1997; 1999;
Shimada et al., 2000; Concha et al., 2005; Monardes
et al., 2005; Puchi et al., 2006; Gourdet et al., 2007; Irib�
arren et al., 2008; Morin et al., 2008). Что касается че�
ловека, то информация об обнаружении протеоли�
тических ферментов в ядрах мужских половых кле�
ток в литературе отсутствует.

В данной работе представлен ряд фактов, указы�
вающих на то, что ядра зрелых сперматозоидов че�
ловека содержат энзимы, обладающие протеолити�
ческой активностью, определены условия их акти�
вации и места преимущественной локализации в
ядре. Предполагается, что эти белки принимают
участие в запрограммированной структурной пере�
стройке хроматина в оплодотворенной яйцеклетке,
по всей видимости, осуществляя протеолиз спер�
мий�специфичных протаминов и белков ядерного
матрикса, что способствует быстрой деконденсации
хроматина и последующему восстановлению нукле�
осомной организации мужского генома.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА 

Стандартная процедура окрашивания клеток 
бромистым этидием

для проточноцитометрических исследований

В каждом эксперименте использовались неболь�
шие объемы семенного материала (0.5 мл). Сперма�
тозоиды освобождали от семенной жидкости путем
центрифугирования (5 мин. при 2000 об./мин) с по�
следующей двукратной отмывкой в стандартном
фосфатном буфере (150 мM PBS, pH 7.0) (БиолоТ,
С.�Петербург, Россия). Затем клетки переводили в
тот же буфер (конечная концентрация 106 спермато�
зоидов в миллилитре), содержащий неионный де�
тергент Triton Х�100 (конечная концентрация 0.1%)
(БиолоТ, С�Петербург, Россия) для разрушения ци�
топлазматической мембраны и освобождения ядер,
стабильных в этих условиях. Окрашивание ядер
интеркалирующим флуоресцентным красителем
бромистым этидием (конечная концентрация
25 мкг/мл) (Sigma, St. Louis, MO, USA) проводили
в течение 30 мин непосредственно перед проточ�
ноцитометрическим анализом.

Исследования проводились на сконструирован�
ном и собранном в ПИЯФ РАН проточном лазер�
ном цитофлуориметре, измеряющем интенсивность
флуоресценции и использующем в качестве источ�
ника света аргоновый лазер. Суспензия клеток пода�

валась при помощи шприцевого микронасоса под
давлением в проточную камеру через сопло�инжек�
тор. Гидродинамическое фокусирование обеспечи�
валось оболочечной струей по мере выхода клеток из
сопла. Возбуждение флуоресценции осуществля�
лось аргоновым лазером с длиной волны 488 нм.
Мощность излучения около 0.5 Вт. Горизонтальный
размер лазерного фокального эллипса 80 × 10–6 м,
вертикальный размер – 18 × 10–6 м. Диаметр потока
суспензии равен 12 × 10–6 м в момент пересечения
лазерного луча. Сигнал флуоресценции после про�
хождения серийного объектива 30/0.9, выделялся
двухмиллиметровым стеклянным светофильтром
КС�10 и фокусировался на фотокатод ФЭУ�84. Им�
пульсы с ФЭУ усиливались спектрометрическим
усилителем и подавались на многоканальный ам�
плитудный анализатор, соединенный с компьюте�
ром. Условия проведения эксперимента позволяли
нам регистрировать приблизительно 500 импульсов
в секунду. Обработка полученных данных произво�
дилась с помощью специальной программы накоп�
ления и графического представления, написанной в
ПИЯФ РАН.

Обработка ядер сперматозоидов SH'содержащими 
реагентами и различными ингибиторами протеаз 

После трехкратной отмывки, позволяющей из�
бавиться от нежелательных для последующего ана�
лиза компонентов семенной жидкости (различных
протеаз и ингибиторов протеаз) и инкубации с де�
тергентом в течение 15 минут при комнатной темпе�
ратуре, клетки делили на 3 аликвоты и снова цен�
трифугировали дважды (10 мин при 5000 об./мин) в
изотоническом фосфатном буфере, pH 7.0. С помо�
щью данной процедуры мы отмывались от акросо�
мальных протеолитических активностей. Затем ядра
одной из аликвот ресуспендировали в том же буфере
(150 мM PBS, pH 7.0), а двух других аликвот в 10 мM
PBS, pH 8.5 (конечная концентрация 106 спермато�
зоидов в миллилитре). Все три аликвоты обрабаты�
вались β�меркаптоэтанолом (конечная концентра�
ция 20 мM) (Сигма�Алдрич, Москва, Россия) или
другими SH�содержащими реагентами (дитиотрей�
тол, цистеамин, восстановленный глутатион (dithio�
threitol, cysteamine, reduced glutathione; Sigma,
St. Louis, MO, USA)), а к третьей аликвоте, кроме то�
го, добавлялся раствор какого�нибудь ингибитора
протеаз серинового типа (фенилметилсульфонил
флуорид (PMSF; Sigma, St. Louis, MO, USA), N�то�
зил�L�фенилаланин хлорометил кетон (N�tosyl�
L�phenylalanine chloromethyl ketone; Sigma, St Louis,
MO, USA), бензамидин (benzamidine; Fluka, Buchs,
Switzerland), ингибитор трипсина соевых бобов
(SB�TI; Fluka, Buchs, Switzerland)) (конечная кон�
центрация 5–25 мM) или различные объемы семен�
ной жидкости (разведение в 10, 100 и 1000 раз). В за�
ключение ядра сперматозоидов окрашивались по
стандартной методике.
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Приготовление флуоресцентно меченого 
ингибитора трипсина соевых бобов 

Ингибитор трипсина соевых бобов (SBTI; Fluka,
Buchs, Switzerland) был растворен в 0.1 N содовом
буфере (5 мM Na2CO3, 90 мM NaHCO3; НеваРеак�
тив, С.�Петербург, Россия), pH 8.9 до конечной кон�
центрации 200 мг/мл. К раствору был добавлен флу�
орохром флуоресцеин изотиоцианат (FITC, isomer I;
Molecular Probes, Eugene, OR, USA) (конечная кон�
центрация 1 мг/мл), и при непрерывном помешива�
нии смесь инкубировалась в течение 2 часов при
комнатной температуре, после чего была нанесена
на колонку с G�50 Sephadex (Pharmacia, Uppsala,
Sweden), уравновешенную водой. В заключении
продукт был лиофильно высушен и проанализиро�
ван в соответствии с процедурой, предложенной
Ваттом и Воссом (Watt, Voss, 1978). В среднем, по на�
шей оценке, с каждой молекулой ингибитора трип�
сина ковалентно связалось 3 остатка флуоресцеин
изотиоцианата. Кроме того, обнаружено, что интен�
сивность флуоресценции меченного FITC ингиби�
тора трипсина соевых бобов в фосфатном буфере не
зависит от ионной силы раствора, но значительно
возрастает при увеличении его pH (от 40 отн. ед. при
pH 5.0 до 540 отн. ед. при рН 8.5). Измерения были
проведены на спектрофлуориметре F�4010 фирмы
“Hitachi” (Япония). Длина волны возбуждающего
света 480 нм, максимум интенсивности флуоресцен�
ции зафиксирован при длине волны 520 нм.

Обработка сперматозоидов флуоресцентно 
меченым ингибитором трипсина соевых бобов 

Сперматозоиды трижды отмывались в изотони�
ческом фосфатном буфере (PBS), pH 7.0, обрабаты�
вались 0.1% (v/v) Triton X�100 в том же буфере, и по�
сле 30�минутной инкубации при комнатной темпе�
ратуре снова трижды отмывались в 10 мM PBS,
pH 7.0. Затем клетки переводились в 10 мM фосфат�
ный буфер, pH 8.0 с добавлением 1% (v/v) бычьего
сывороточного альбумина (BSA; Sigma, St. Louis,
MO, USA) для предотвращения неспецифического
связывания и флуоресцентно меченого ингибитора
трипсина соевых бобов (конечная концентрация
100 мкг/мл), и через 20 минут флуоресцирующие яд�
ра наблюдались в микроскоп. Нами использовался
флуоресцентный микроскоп Axioplan фирмы “Op�
ton” (Германия).

В эксперименте по конкурентному связыванию
концентрация немеченого ингибитора трипсина в
100 раз превышала концентрацию меченого инги�
битора. Т.е. первоначально суспензия сперматозои�
дов в течение 20 минут инкубировалась с немеченым
ингибитором трипсина соевых бобов (конечная
концентрация 1мг/мл) и лишь затем к ней добавлял�
ся меченый ингибитор трипсина.

В эксперименте по конкурентному связыванию
компонентов семенной жидкости с эндогенными

протеазами сперматозоидов использовалось десяти�
кратное разведение семенной жидкости.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Исключительно плотная упаковка ДНК в ядрах
сперматозоидов с помощью протаминов, дополни�
тельно стабилизируемая внутри� и межмолекуляр�
ными дисульфидными мостиками, приводит к высо�
ко эффективной ее экранировке от взаимодействия с
различными ДНК�связывающими агентами (Haaf,
Ward, 1995; Bottiroli et al., 1994; Kramer, Krawetz, 1997).
В частности, окрашиваемость ДНК бромистым эти�
дием существенно ниже в ядрах сперматозоидов по
сравнению с соматическими клетками.

Инкубация ядер сперматозоидов в растворе, со�
держащем β�меркаптоэтанол, инициирует процесс
декомпактизации хроматина, сопровождающийся
постепенным увеличением размеров ядра (рис. 1).
При этом доступность ДНК для связывания броми�
стого этидия существенно возрастает, что может
быть зарегистрировано с помощью техники проточ�
ной цитофлуориметрии. Кинетика этого процесса
представлена на рис. 2. Последующая инкубация
приводит к полной потере целостности ядер и их ме�
ханической деструкции. Аналогичные результаты
были получены при использовании различных
SH�содержащих реагентов, таких как дитиотрейтол,
цистеамин, восстановленный глутатион и унитиол.

Следует отметить, что подобная реакция в значи�
тельной степени зависит от ионной силы и pH сре�
ды: оптимальными являются условия низкой ион�
ной силы (10 мM соли) и щелочных pH (8.0–8.5). В
физиологических условиях процесс существенно за�
торможен.

Наблюдаемое раскрытие хроматина ядер спер�
миев человека может быть подавлено различными
ингибиторами сериновых протеаз: фенилметил�
сульфонил флуоридом (PMSF), бензамидином,
N�тозил�L�фенилаланин хлорометил кетоном, ин�
гибитором трипсина соевых бобов (рис. 3). Этот
факт свидетельствует об определяющей роли акти�
вируемой SH�содержащими реагентами эндоген�
ной протеазы ядер сперматозоидов в декомпактиза�
ции хроматина. Результаты, полученные с помощью
метода проточной цитометрии, подтверждаются
данными белкового электрофореза: активация ассо�
циированной с хроматином протеазы приводит
in vitro к постепенному протеолоизу, вплоть до пол�
ной деградации, практически всех ядерных белков
сперматозоидов (данные не приводятся).

Интересным представляется тот факт, что иссле�
дуемая протеолитическая активность практически
полностью блокируется компонентами семенной
жидкости, даже при значительном ее разведении
(рис. 3).

Предположение о ядерной локализации белков,
обладающих протеазной активностью и участвую�
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щих в реорганизации хроматина мужских половых
клеток при определенных условиях, может быть
проверено прямой их визуализацией с помощью
флуоресцентно меченого ингибитора протеаз. Из�
вестно, что протеазы образуют чрезвычайно ста�
бильные, не менее стабильные, чем антиген−анти�
тело, комплексы со своими ингибиторами
(Tschesche, Macartney, 1981; Imajoh, Suzuki, 1985).
Поэтому можно ожидать, что связывание флуорес�
центно меченого ингибитора протеаз с исследуемым
объектом обнаружит места локализации искомых
протеаз. В наших исследованиях мы пометили сое�
вый ингибитор трипсина флуоресцеин изотиоциа�
натом. Обработка ядер сперматозоидов этим инги�
битором вызывает их флуоресцентное окрашива�
ние, что указывает на ядерную локализацию
рассматриваемых энзимов (рис. 4). Конкурентное
связывание немеченого соевого ингибитора трип�
сина подавляло флуоресцентное окрашивание. По�
давление окрашивания наблюдалось также при ис�
пользовании для конкурентного связывания разве�
денной семенной жидкости, что подтверждает
проточноцитометрические данные о наличии в ней
белковых факторов, ингибирующих эндогенную
протеолитическую активность сперматозоидов че�
ловека.

Для выяснения того, ассоциированы ли эндоген�
ные протеолитические активности с хроматином
ядер спермиев, был проделан следующий экспери�

мент: образец спермы делился на 3 равные части, об�
рабатывающиеся различными способами. В первой
пробе клетки лизировали и инкубировали в среде,
содержащей β�меркаптоэтанол, в малом объеме (в
8 раз меньшем, чем по стандартной методике). Во
второй и третьей пробах клетки лизировали в боль�
шом избытке буфера (объем в 2 и 25 раз превосходил
стандартный), после чего осаждали, еще раз промы�
вали и только затем инкубировали в присутствии
β�меркаптоэтанола. Т.к. процедура отмывки и суще�
ственное увеличение концентрации клеток не вы�
звали изменения положения пика на гистограмме
распределения флуоресценции при проточноцито�
метрическом анализе, мы вправе сделать вывод о
структурированности исследуемых протеолитиче�
ских факторах в хроматин, поскольку известно, что
зрелые спематозоиды практически лишены цито�
плазмы и весь внутренний объем этих уникальных
клеток заполнен высококонденсированным хрома�
тином. 

ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что протеолиз весьма существенен для
сперматогенеза, оогенеза, оплодотворения и ранне�
го эмбрионального развития у млекопитающих
(Mochida et al., 2000; Wojcik et al., 2000; Ziemba et al.,
2002; Sutovsky, 2003; Yi et al., 2007; Chakravarty et al.,
2008; Rawe et al., 2008; Zimmerman, Sutovsky, 2009).

0.1 мм

a б 

г в 

Рис. 1. Фотографии обработанных β�меркаптоэтанолом (конечная концентрация 20 мM) и окрашенных бромистым этиди�
ем ядер сперматозоидов человека. Демонстрация деконденсации хроматина под действием эндогенной протеолитической
активности, индуцированной SH�реагентом: a – необработанные ядра; б – время инкубации с β�меркаптоэтанолом 1 час;
в – время инкубации с β�меркаптоэтанолом 2 часа; г – время инкубации с β�меркаптоэтанолом 24 часа (увеличение 200×).
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На переднем полюсе головки мужской половой
клетки под плазматической мембраной расположе�
на особая структура − акросома. В процессе оплодо�
творения при контакте с яйцеклеткой оболочка ак�
росомы разрывается и содержащиеся в ней протео�
литические ферменты – гиалуронидаза и акрозин
способствуют проникновению сперматозоида в

яйцеклетку. Предполагается, что протеасомальные
комплексы, обнаруженные в мужских половых кле�
ток, так же играют важную роль при слиянии поло�
вых клеток (капацитация, индукция акросомально�
го экзоцитоза, проникновение через зону пеллюци�
да) и на ранних стадиях развития зиготы (Sutovsky
et al., 2000; Sutovsky, 2003; Yi et al., 2007; Chakravarty
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Рис. 2. Гистограмма распределения по интенсивности флуоресценции ядер сперматозоидов человека, обработанных β�мер�
каптоэтанолом и окрашенных бромистым этидием.
По оси абсцисс – интенсивность флуоресценции, отн. ед., по оси ординат – количество зарегистрированных событий.
Представлена кинетика процесса деконденсации хроматина под действием эндогенной протеолитической активности, ин�
дуцированной SH�реагентами. Время инкубации ядер сперматозоидов с β�меркаптоэтанолом: a – 0 минут; б – 15 минут; в –
30 минут; г – 60 минут; д – 90 минут; е – 120 минут.
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Рис. 3. Гистограмма распределения по интенсивности флуоресценции ядер сперматозоидов человека, окрашенных броми�
стым этидием и обработанных β�меркаптоэтанолом совместно с ингибиторами сериновых протеаз или различными концен�
трациями семенной жидкости.
По оси абсцисс – интенсивность флуоресценции, отн. ед., по оси ординат – количество зарегистрированных событий.
Демонстрация ингибирующего действия различных ингибиторов протеаз серинового типа и компонентов семенной жидко�
сти на деконденсацию хроматина сперматозоидов, индуцируемую SH�реагентом: a – необработанные ядра; б – ядра, обра�
ботанные β�меркаптоэтанолом в течение 3�х часов; в – ядра, обработанные β�меркаптоэтанолом совместно с фенилметил�
сульфонил флуоридом (PMSF) в течение 3�х часов; г – ядра, обработанные β�меркаптоэтанолом совместно с бензамидином
в течение 3�х часов; д – ядра, обработанные β�меркаптоэтанолом совместно с N�тозил�L�фенилаланин хлорометил кетоном
в течение 3�х часов; е – ядра, обработанные β�меркаптоэтанолом совместно с ингибитором трипсина соевых бобов в течение
3�х часов; ж – ядра, обработанные β�меркаптоэтанолом совместно с разведенной в 10 раз семенной жидкостью в
течение 3�х часов; з – ядра, обработанные β�меркаптоэтанолом совместно с разведенной в 1000 раз семенной жид�
костью в течение 3�х часов.
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et al., 2008; Rawe et al., 2008; Zimmerman, Sutovsky,
2009). Причем, протеасомальная энзиматическая
активность значительно снижена в популяции де�
фектных человеческих сперматозоидов (Ziemba
et al., 2002; Rawe et al., 2008). Показано для быков и
человека, что специфические протеасомные инги�
биторы нарушают процессы формирования астера,
пронуклеарного развития и объединения в одном
ядре отцовского и материнского геномов (Rawe
et al., 2008). При этом ингибиторы протеасом не ока�
зывали никакого влияния на подвижность мужских
половых клеток и акросомальную реакцию (Wojcik
et al., 2000). Посредством иммуногистохимиче�
ских исследований с помощью меченых моно� и
поликлональных антител были определены места
локализации протеасом в сперматозоидах челове�
ка. Протеасомальные антигены были зафиксиро�
ваны в акросомальной и околоакросомальной об�
ластях, в шейном отделе и в непосредственной бли�
зости от центриолей, но не в ядрах и не в хвостах
сперматозоидов (Wojcik et al., 2000; Bia y et al., 2001;
Ziemba et al., 2002; Rawe et al., 2008). Т.е. протеасо�
мальные энзиматические активности простран�
ственно удалены от конденсированного хроматина
зрелых мужских половых клеток.

В нашей работе представлен ряд фактов, указы�
вающих на то, что ядра зрелых сперматозоидов че�
ловека могут содержать энзимы, обладающие про�
теолитической активностью. Эти активности в при�
сутствии SH�содержащих реагентов вызывают
драматическую декомпактизацию хроматина спер�
матозоидов (рис. 1, 2), сопровождающуюся протео�

l

лизом спермий�специфичных протаминов и, воз�
можно, белков ядерного матрикса, принимающих
участие в сохранении иерархических уровней орга�
низации хроматина мужских половых клеток. Мы
вправе сделать такой вывод, поскольку экспери�
менты проводились в условиях низкой ионной си�
лы и в отсутствие каких�либо дополнительных ве�
ществ, способных столь радикальным образом воз�
действовать на исключительно плотно упаков�
анный хроматин зрелых сперматозоидов. Исполь�
зуя флуоресцентно меченый ингибитор протеаз,
прямо продемонстрирована ядерная локализация
энзимов, обладающих протеолитической активно�
стью (рис. 4).

Определенные нами условия активации исследу�
емых факторов декомпактизации хроматина спер�
матозоидов, в первую очередь наличие SH�содержа�
щих реагентов, наводят на мысль о возможной
структурированности энзимов, обладающих про�
теолитической активностью, в хроматин с помощью
дисульфидных мостиков. Это предположение под�
тверждается несколькими примерами из литерату�
ры. В частности, в ядрах тимоцитов крысы обнару�
жены прочно связанные с гистонами протеазы, при�
чем распад комплекса протеаза−гистон происходил
только в присутствии дитиотрейтола (Газиев и др.,
1992). Кроме того, продемонстрировано для различ�
ных клеток, что эндогенные протеазы неактивны,
пока они иммобилизованы в структуру хроматина, и
активируются при диссоциации (Anachkova, Russev,
1977; Lipinska et al., 1980).

Восстановленный глутатион и другие SH�содер�
жащие вещества в достаточных количествах присут�
ствуют в ооплазме и, следовательно, могут активи�
ровать ядерную протеазу сперматозоидов человека.
Более того, структурная реорганизация хроматина
мужских половых клеток находится в прямой зави�
симости от цитоплазматических факторов оплодо�
творенного ооцита, включая восстановленный глу�
татион (Perreault et al., 1988; Sutovsky, Schatten, 1997),
и необходим свободный доступ этих молекул к хро�
матину сперматозоидов (Poccia, Collas, 1996). В част�
ности показано, что в процессе формирования про�
нуклеуса у быков участвует глутатион ооплазмы,
восстанавливающий дисульфидные связи, стабили�
зирующие структуру хроматина зрелых сперматозо�
идов (Sutovsky, Schatten, 1997).

Установленный нами факт, что компоненты се�
менной жидкости блокируют активность эндоген�
ной протеазы сперматозоидов, не выглядит удиви�
тельным, т.к. известно несколько ингибиторов про�
теиназ, входящих в состав семенной жидкости
человека (HSTPL, PCI, холестерол) (Hara et al., 1993;
Zheng et al., 1994; Cross, 1996). Возможно, эти моле�
кулы не только ингибируют развитие акросомаль�
ной реакции, как считалось до сих пор, но и предо�
храняют ядерные белки мужских половых клеток от
преждевременной деградации. Следует подчерк�

2 мкм

Рис. 4. Фотография обработанных ингибитором трипси�
на соевых бобов, меченным флуоресцеин изотиоциана�
том (FITC, isomer I), сперматозоидов человека.
Демонстрация ядерной локализации эндогенной проте�
азы сперматозоидов человека (увеличение 1000×).
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нуть, что, по крайней мере, одно из этих природных
веществ – HSTPI – трипсин�подобный ингибитор
протеиназ (Hara et al., 1993).

Таким образом, логично предположить, что при
оплодотворении отцовская эндогенная протеаза по�
падает в материнскую яйцеклетку в плотно ассоции�
рованном с хроматином виде и может в дальнейшем
принимать участие в запрограммированной струк�
турной реорганизации мужского генома. Это пред�
положение согласуется с результатами ряда работ, в
которых показано для нескольких видов животных,
что процесс деконденсации хроматина сперматозо�
идов в ооците инициируется SH�содержащими реа�
гентами и сопровождается протеолизом спермий�
специфичных белков (Marushige Y., Marushige K.,
1975, 1978, 1983; Chang, Zirkin, 1978; Zirkin et al.,
1980; Perreault, Zirkin, 1982; Imschenetzky et al., 1997;
1999; Shimada et al., 2000; Concha et al., 2005; Monar�
des et al., 2005; Puchi et al., 2006; Gourdet et al., 2007;
Iribarren et al., 2008; Morin et al., 2008).

С точки зрения полученных нами результатов
вызывают интерес исследования, посвященные ас�
социированной с хроматином зигот морского ежа
цистеиновой протеазе (Imschenetzky et al., 1997). Ак�
тивность данной протеазы оказалась pH�зависимой:
при pH 7.8–8.0 (pH оплодотворенной яйцеклетки)
она расщепляет пять спермий�специфичных гисто�
нов (аналогов протаминов), в то время как гистоны,
характерные для стадий дробления, остаются ин�
тактными (Imschenetzky et al., 1997, 1999). По мне�
нию авторов, ей принадлежит важная роль в заме�
щении спермий�специфичных белков на соматиче�
ские гистоны в процессе образования мужского
пронуклеуса. Существенно, что трансформация
первоначально плотно конденсированного хрома�
тина сперматозоидов морских ежей в более рыхлую
структуру, характерную для пронуклеуса, ингибиро�
валась N�ethylmaleimide – веществом, блокирую�
щим размыкание SH�групп (Imschenetzky et al.,
1999). Для сперматозоидов другого вида морских
животных (sand dollar) показано, что активация 26S
протеасом зависит от роста внутриклеточного рН
ооплазмы при оплодотворении (Chiba et al., 1999).
Требование щелочных рН для индукции протеоли�
тических активностей ядер сперматозоидов челове�
ка, возможно, является дополнительным подтвер�
ждением их участия в реорганизации хроматина при
формировании мужского пронуклеуса, т.к. эти зна�
чения (8.0–8.5) совпадают с рН ооплазмы. 

Очевидно, что дальнейшие исследования в этом
направлении будут способствовать лучшему пони�
манию процесса оплодотворения у человека в це�
лом. Поскольку даже незначительные дефекты в
структурной организации ядер сперматозоидов вы�
зывают нарушения реорганизации хроматина в
ооците и последующих этапов эмбриогенеза, изуче�
ние функциональной роли при оплодотворении об�
наруженных нами ядерных белков сперматозоидов

человека, обладающих протеолитической активно�
стью, возможно, поможет в будущем для диагности�
ки и лечении некоторых видов мужского бесплодия.
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Study of Chromatin Decondensation Factors
in Human Spermatozoids by Flow Cytometry

       E. V. Semenova and M. V. Filatov
      Division of Molecular and Radiation Biophysics, Konstantinov Petersburg Nuclear Physics Institute, 

Russian Academy of Sciences, Gatchina, Leningrad oblast, Orlova Roshcha, 188300 Russia
      e'mail: filatov@omrb.pnpi.spb.ru

Abstract—To date, the mechanisms responsible for radical change of chromatin structure in male germ cells
during fertilization are unclear. Evidence suggesting the existence of proteolytic nuclear enzymes in mature
human spermatozoids are presented in this work. The possible role of these previously unknown proteases in
decondensation of chromatin of spermatozoids in a fertilized ovum is discussed. Application of the flow cy�
tometry technique has shown that treatment of human spermatozoid nuclei with SH�reagents leads not only
to destruction of disulfide bonds between protamine molecules that is necessary for their effective utilization
but also induces specific endogenous proteolytic activity that consequently results in rather fast decondensa�
tion of chromatin followed by proteolytic cleavage of nuclear proteins. A chromatin decondensation process
can be almost totally blocked by serine protease inhibitors and components of seminal fluid.
An original cytochemical approach of binding of fluorescently labeled protease inhibitor to the target of in�
vestigation has been used in order to visualize the localization of proteases in male germ cell nuclei.
The results of our study suggest that one of the factors of chromatin reorganization involved in the formation
of male pronucleus is endogenous nuclear protease of spermatozoids, which is activated by glutathione or
other SH�components of ovum cytoplasm.

Keywords: protease inhibitors, fertilization, flow cytometry, human spermatozoids, endogenous nuclear pro�
teases
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