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Одна из первых работ, свидетельствующих о
присутствии вируса простого герпеса (ВПГ) в
клетках мужской репродуктивной системы, была
опубликована более 30 лет назад (Deture et al.,
1976). В экспериментах in vitro было установлено,
что ВПГ способен инфицировать и реплициро$
ваться в тестикулярных клетках (Сsata, Kulcsar,
1991). Присутствие вируса в различных фракциях
эякулята мужчин, в том числе и в сперматозоидах,
позже было подтверждено культуральным мето$
дом, иммуноцитохимически, методом полимераз$
ной цепной реакции (ПЦР) и методами гибриди$
зации in situ и ПЦР in situ (Moore et al., 1989; Kotro$
nias, Kapranos, 1998; Wald et al., 1999; Dejucq, Jegou,
2001; Брагина и др., 2000; Бочарова и др., 2003; Be$
zold et al., 2007; Климова и др., 2010). Получены
данные о повышенной частоте определения ВПГ в
мужских половых клетках при спонтанных абортах
у жен и в случаях невынашивания беременности
(Бочарова и др., 2006). Важно отметить, что во всех

изученных случаях у обследованных лиц не было
отмечено клинических симптомов герпесвирус$
ной инфекции. Таким образом, опубликованные
данные указывают на связь между бессимптомной
ВПГ$инфекцией и нарушением функции репро$
дуктивной системы. Однако многие вопросы в
этой области остаются невыясненными. Так, не
доказана внутригаметная локализация полноцен$
ных вирусных частиц в зрелых мужских половых
клетках, не установлена способность инфициро$
ванных ВПГ сперматозоидов участвовать в опло$
дотворении ооцитов и в передаче вируса эмбрио$
нам через ВПГ$содержащие сперматозоиды. Не$
достаточно изучены механизмы противовирусной
защиты в ооцитах человека, которые могли бы эф$
фективно сдерживать развитие герпесвирусной
инфекции. Это означает, что процессы, приводя$
щие к снижению фертильности у человека при
ВПГ инфекции, остаются не раскрытым. Цель на$
стоящего исследования заключалась в оценке вли$
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яния бессимптомной ВПГ$инфекции у мужчин на
оплодотворение и ранние стадии эмбриогенеза че$
ловека при экстракорпоральном оплодотворении. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Пациенты. Обследовали 131 супружескую пару,

обратившихся в лечебно$диагностический центр
“Евро$Клиник” (г. Москва) и в отделение репро$
дукции ГУЗ МОНИИАГ (г. Москва) в течение 2008
и 2009 гг. для лечения бесплодия методом ЭКО.
Критериями включения в экспериментальную
группу женщин являлись: возраст не менее 19 и не
более 37 лет, индекс массы тела не менее 19 кг/м2 и
не более 25 кг/м2, базальный уровень фолликуло$
стимулирующего гормона (ФСГ) не более 9 МЕ/л,
отсутствие генетических и эндокринных наруше$
ний и системных заболеваний воспалительного
характера. Критериями исключения мужчин были
отсутствие сперматозоидов в эякуляте и присут$
ствие маркеров инфекционных заболеваний бак$
териально$вирусной природы (кроме маркеров
ВПГ$инфекции). Ни в одном случае у обследован$
ных пациентов в анамнезе не было клинического
эпизода ВПГ$инфекции. Определение ВПГ про$
водили в выделенной фракции зрелых, активно
подвижных и морфологически нормальных спер$
матозоидов.

Выделение фракции активно подвижных сперма$
тозоидов из эякулята проводили согласно реко$
мендациям ВОЗ (WHO, 2010) с использованием
сертифицированных коммерческих сред фирмы
COOK (Австралия).

Детекция ДНК ВПГ проводилась методом стан$
дартной ПЦР и ПЦР in situ. Стандартный вариант
ПЦР выполняли с использованием сертифициро$
ванных коммерческих наборов ФГУН ЦНИИЭ
Роспотребнадзора. Для выделения ДНК использо$
вали наборы ДНК$сорб$А$М и ДНК$сорб$В. Ам$
плификацию ДНК проводили с использованием
комплекта реагентов “АмплиСенс HSV 1.2 типов”
на термоциклере “Терцик” (ДНК$Технология,
Россия) по температурной программе, рекомендо$
ванной изготовителем тест$систем.

Для проведения ПЦР in situ препараты готовили
на стеклах с адгезивным покрытием (Histobond,
Германия). По 150 мкл из фракции подвижных
сперматозоидов наносили на стекла, центрифуги$
ровали в течение 5 мин при 1500 об/мин в цито$
центрифуге 5804R (Эппендорф, Германия), высу$
шивали на воздухе и фиксировали в 10% формали$
не в течение 4 часов. После двукратной отмывки в
0.05 М трис$HCl$буфере, препараты обрабатывали
протеиназой К (“DAKO”, Дания) 30 мин при 37°С.
Добавляли амплификационную смесь, содержа$
щую биотинилированные праймеры и проводили
амплификацию в термоциклере Т1 (“Biometra
GmbH”, Германия). Проявление реакции осу$
ществляли с использованием комплекса биотин$
стрептавидин$пероксидаза (“DAKO”, Дания) и

диаминобензидина (“Sigma”, США). Подсчиты$
вали не менее 2000 сперматозоидов в препаратах от
каждого пациента и вычисляли долю клеток, со$
держащих метку ДНК ВПГ, которую выражали в
процентах.

Экстракорпоральное оплодотворение. Стимуля$
ция функции яичника проводилась по стандарт$
ному длинному протоколу с применением агони$
стов гонадотропин рилизинг гормона (а$ГнРГ) и
гонадотропинов. Оплодотворение клеток методом
ЭКО и/или методом введения сперматозоида в ци$
топлазму ооцита (ИКСИ) проводили по протоко$
лам, описанным в работе Ван Ландэт (Van Landuyt
et al., 2005). Через 18 часов после соединения гамет
в условиях in vitro определяли число пронуклеусов
в зиготах. Затем, через каждые 24 ч анализировали
дробление и морфологию эмбрионов, которое
оценивали по количеству бластомеров, количеству
ядер в одном бластомере и наличию или отсут$
ствию фрагментации бластомеров. Эмбрионы
культивировали с использованием коммерческих
сертифицированных сред фирмы СООК (Австра$
лия), в условиях 6% СО2 и 37°С. Полученные эм$
брионы переносили в полость матки на второй$
третий день развития. Для переноса отбирали не
более 2–3 эмбрионов наиболее высокого качества.
К ним относили эмбрионы, содержащие 4 и 8 бла$
стомеров на 2 и 3 сутки соответственно без фраг$
ментации и полинуклеарности. Оставшиеся после
переноса эмбрионы культивировали до пятого дня
развития и криоконсервировали на стадии бласто$
цисты. 

Для оценки результатов ЭКО вычисляли следую$
щие параметры:

1. Индекс оплодотворения как соотношение
общего числа полученных у пациенток яйцеклеток
к числу оплодотворившихся ооцитов (зигот). 

2. Индекс дробления как отношение количе$
ства всех зигот к общему количеству дробившихся
эмбрионов. 

3. Частоту достижения эмбрионами стадии бла$
стоцисты по числу бластоцист на пятый день раз$
вития эмбриона.

4. Частоту имплантации эмбрионов (ЧИЭ)
по соотношению количества развивающихся
плодных яиц к общему числу перенесенных эм$
брионов. 

5. Частоту наступления беременности (ЧНБ)
как количество случаев наступления клинической
беременности при расчете на одну процедуру пе$
реноса эмбрионов. 

Статистическую обработку результатов про$
водили с помощью компьютерной программы
“BIOSTAT”. Достоверность различий оценивали
по критерию Стьюдента–Фишера – χ2, различия
считали достоверными при p < 0.05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Детекцию ДНК ВПГ в сперматозоидах методом
ПЦР проводили у 131 пациента, что позволило
оценить частоту встречаемости ВПГ в мужских га$
метах. У 64 пациентов из этой группы исследова$
ние вирусного генома проводили дополнительно
методом ПЦР in situ, который позволяет оценить
количество инфицированных клеток в цитологи$
ческом препарате. В целом, частота обнаружения
ДНК вируса в сперматозоидах у обследованных
пациентов методами ПЦР и ПЦР in situ составила
21.4% (28/131). 

Подсчет ПЦР$позитивных мужских клеток по$
казал, что доля инфицированных сперматозоидов
в препаратах от разных пациентов различалась по$
чти в 10 раз – от 0.25 до 20%, и в среднем составля$
ла 2.8%. На рис. 1 можно видеть сперматозоиды,
содержащие метку ДНК ВПГ, выявленную мето$
дом ПЦР in situ. Следует отметить, что до 80%
сперматозоидов, содержавших геномную ДНК
ВПГ, имели нарушение строения головки (макро$
головки, микроголовки и аморфное строение го$
ловки). 

По результатам выявления вирусной ДНК па$
циенты (n = 131) были разделены на две группы. В
группу I вошли пациенты (n = 28), в подвижных
сперматозоидах которых был выявлен ВПГ, груп$
пу II составили лица (n = 103), у которых ВПГ об$
наружен не был. В изученных группах сопоставля$
ли результаты оплодотворения и развития эмбрио$
нов в условиях in vitro. Данные представлены в таб$
лице 1. Они показали, что такие параметры как
индекс оплодотворения и индекс дробления в изу$
ченных группах статистически значимо не разли$
чались. Изучение эмбрионов 2–3 дня развития в
группах не выявило различий по морфологиче$
ским критериям (число бластомеров, фрагмента$
ция и полинуклеарность). В то же время частота
формирования бластоцист в группе I была стати$
стически значимо ниже, чем в группе II (р = 0.015). 

Данные по эффективности лечения бесплодия
методами ЭКО/ИКСИ у пациентов с ВПГ во
фракции подвижных сперматозоидов и у ВПГ$не$
гативных пациентов представлены в таблице 2.
Сравнительный анализ показал, что при обнару$
жении ДНК ВПГ (группа I) частота имплантации
эмбрионов была в 5.4 раз ниже и частота наступле$

Рис. 1. Выявление ДНК вируса простого герпеса в сперматозоидах человека.
Цитологический препарат сперматозоидов, выделенных из фракции подвижных клеток эякулята пациентов с беспло$
дием. Окраска гематоксилином Караччи. Гаметы, содержащие ДНК ВПГ, обозначены стрелками. Реакция ПЦР in situ.
Увеличение 400.
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ния беременности – в 4.6 раз ниже, чем в группе II,
в которой ВПГ в мужских гаметах не был выявлен. 

ОБСУЖДЕНИЕ

Опубликованные данные о частоте обнаруже$
ния ВПГ в сперматозоидах у инфертильных муж$
чин значительно расходятся: по сообщениям од$
них авторов, этот показатель составляет 3.5% (Wald
et al., 1999), по результатам других исследова$
телей – 49.6% (Kаpranos et al., 2003). В настоящей
работе из 131 пациента с бесплодием в браке ДНК
ВПГ была выявлена у 28, что составляет 21.4%. Ис$
пользование метода ПЦР in situ позволило устано$
вить, что количество инфицированных спермато$
зоидов в ВПГ$положительных образцах составляет
в среднем 2.8%. Результаты других исследователей
также свидетельствуют о том, что отдельные ви$
русные компоненты (ДНК и белки) и структуры
(вирусные капсиды) обнаруживаются не во всех
гаметах у инфицированных пациентов. Так, со$
гласно данным изучения ДНК ВПГ методами ги$
бридизации in situ и ПЦР in situ (Бочарова и др.,
2007; Науменко В.А. и др., 2010), доля сперматозо$
идов, содержащих вирусный геном, у ВПГ$инфи$
цированных пациентов составляет в среднем 1.5%. 

Анализ структуры сперматозоидов, проведен$
ный в настоящей работе, показал, что значитель$
ная часть гамет, содержащих геном ВПГ, характе$
ризуются аномальной морфологией. Эти данные

сходны с полученными ранее Котрониас и Капра$
нос (Kotronias D., Kapranos N., 1998), которые ука$
зывали на обнаружение ДНК ВПГ у пациентов с
преобладанием морфологически измененных
форм зрелых мужских половых клеток. Детальный
анализ морфологии мужских гамет позволил Аб$
дулмеджидовой и соавторам установить, что детек$
ция ВПГ в эякуляте культуральным методом кор$
релировала с увеличением числа сперматозоидов с
микроголовками и с каплей не шейке сперматозо$
идов (Абдулмеджидова и др., 2007). 

Несмотря на факт обнаружения ВПГ в зрелых
сперматозоидах, подтвержденный различными
методами, влияние вируса на процесс оплодотво$
рения ооцита и ранние стадии развития эмбриона
оставалось не установленным. В связи с этим в на$
стоящей работе были изучены частота импланта$
ции эмбрионов и частота наступления беременно$
сти в циклах ЭКО при обнаружении ДНК ВПГ в
сперматозоидах пациентов (группа I) и при отсут$
ствии вируса в мужских половых клетках (груп$
па II). Проведенный сравнительный анализ по$
казал, что и ЧИЭ и ЧНБ у инфицированных па$
циентов были приблизительно в 5 раз ниже, чем
у ВПГ$негативных пациентов. Это статистиче$
ски значимое снижение показывает, что детек$
ция ВПГ в сперматозоидах прямо коррелирует с
чрезвычайно низкой эффективностью ВРТ: 7% в
группе I против 32% в группе II. 

Представляло интерес выяснить, на какие ста$
дии эмбриогенеза вирус может оказывать негатив$
ное влияние. На первый взгляд данные об отсут$
ствии влияния ВПГ на оплодотворение и дробле$
ние противоречат результатам о статистически
значимом снижении частоты развития бластоцист
у пациентов, инфицированных ВПГ. 

Эти данные можно объяснить, если принять во
внимание следующие обстоятельства. В настоящее
время дробление эмбрионов in vitro оценивается
методом, основанным на морфологических крите$
риях (Van Royen, 1999), который не учитывает воз$
можные генетические изменения. В то же время
можно считать установленным факт высокой ча$
стоты гетероплоидии эмбрионов человека (Бара$
нов и Кузнецова, 2007). Так, при изучении эмбри$
онов 3 дня развития с нормальной морфологией,
гетероплоидия была показана у 60% из них, а среди

Таблица 2. Сравнительный анализ эффективности экстракорпорального оплодотворения при инфицировании
сперматозоидов вирусом простого герпеса (группа I) и при отсутствии вируса в сперматозоидах (группа II)

Пациенты
Показатель  
эффективности ЭКО

 группа I 
n = 28

группа II
n = 103

Статистическая 
значимость (критерий χ2)

Частота имплантации  эмбрионов, % 2.6 
(2/76)

14.1 
(40/284)

р = 0.01

Частота наступления беременности, % 7 
(2/28)

32 
(33/103)

р = 0.016

Таблица 1. Сравнительная оценка развития эмбрионов
при экстракорпоральном оплодотворении у инфициро$
ванных вирусом простого герпеса (I группа) и неинфици$
рованных (II группа) пациентов

Пациенты
Эффективность 
эмбриогенеза

группа I 
n = 28

группа II 
n = 103

Индекс оплодотворения 
ооциты/зиготы

1.31
362/276

1.5 
1715/1136

Индекс дробления 
зиготы/эмбрионы

1.3 
276/210

1.19 
1136/958

Частота формирования  
бластоцист, %

21.4%*
6/28

49.5%* 
51/103

* Различия статистически значимы, р = 0.015.
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эмбрионов 5 дня развития – у 40% (Clouston, 2002;
Jamieson еt al., 1994). Эти данные свидетельствуют
об отсутствии связи между генетическими событи$
ями в ядрах бластомеров и морфологическими па$
раметрами эмбрионов. Можно предположить, что
существенное снижение частоты развития эмбри$
онов до более поздней стадии (бластоцисты) у ин$
фицированных пациентов является следствием
нарушения клеточных механизмов, обеспечиваю$
щих нормальное течение митотического деления.
Известно, что патология митоза приводит к разви$
тию мутаций, анеуплоидии и к появлению хромо$
сомных абберраций. 

О том, что бессимптомная ВПГ$инфекция мо$
жет вносить вклад в возникновение генетических
нарушений в эмбрионах человека, таких как гете$
роплоидия, свидетельствует ряд данных. Показа$
но, что антигены ВПГ способны индуцировать
хромосомные аберрации и возникновение точеч$
ных мутаций в инфицированных клетках культуры
фибробластов человека (Chenet$Monte еt al., 1986;
Hwang and Shillitoe, 1990). Установлено, что неко$
торые из сверхранних белков ВПГ негативно вли$
яют на клеточный цикл, индуцируя нарушения в
количестве и составе хромосом (Liu M. et al., 2010).
Изучение белков ВПГ в сперматозоидах показало,
что в зрелых, морфологически нормальных муж$
ских половых клетках обнаруживаются вирусные
белки – продукты сверхранних и ранних вирусных
генов (Бочарова и др., 2007). 

В настоящей работе установлено снижение ча$
стоты имплантации эмбрионов у пациентов с
ВПГ$инфекцией мужских гамет. Это может быть
следствием разных причин, в том числе низкой по$
тенции к имплантации эмбрионов у ВПГ$инфи$
цированных пациентов. Можно предположить,
что ВПГ$инфекция оказывает влияние также на
клетки эндометрия, создавая неблагоприятные
условия для развития эмбриона в полости матки.
Экспериментальные доказательства данного пред$
положения – предмет дальнейших исследований.

Таким образом, в результате проведенной рабо$
ты впервые показано, что обнаружение ДНК ВПГ
в сперматозоидах статистически значимо корре$
лирует со снижением уровня формирования бла$
стоцист и с низкими показателями имплантации
эмбрионов. Установленное снижение эффектив$
ности лечения бесплодия методом ЭКО может
быть связано с механизмом передачи ВПГ эмбри$
онам в результате оплодотворения ооцитов инфи$
цированными сперматозоидами.
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Herpes Simplex Virus Infection of Human Spermatozoa Correlates with Decreased 
Frequency of Blastocyst Formation and Frequency of Embryo Implantation

during in Vitro Fertilization
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      a Ivanovsky Research Institute of Virology Federal State Institution,
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      e$mail: anisat2011@gmail.com

Abstract—We have conducted a comparative analysis of developing human embryos in the course of in vitro
fertilization (IVF) as a method of sterility treatment of two groups of patients: herpes simplex virus (HSV) was
detected in the fraction of motile sperm of male partners in group I (n = 28) and no HSV was found in sperm
in group II (n = 103). We assessed number of fertilized ova, embryos during cleavage, and blastocysts as well
as such parameters as frequency of implantation and frequency of pregnancy in IVF cycles. It was established
that the presence of HSV in spermatozoa did not affect the efficiency of fertilization or cleavage of zygotes.
At the same time, in cases of virus$infected male gametes, the frequency of blastocyst formation was two times
less (p = 0.015), and the frequency of embryo implantation and pregnancy was, on average, five times lower
(p = 0.01 and p = 0.016, respectively). Based on the obtained results, a conclusion was made about the neg$
ative influence of HSV$virus in male gametes at the early stages of embryo development and the frequency of
achievement of pregnancy in respect to the methods of assisted reproductive technologies (ART).

Keywords: human spermatozoa, human embryos, herpes simplex virus, in vitro fertilization, implantation,
achievement of pregnancy
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