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Исследовано влияние низких концентраций перекиси водорода (10–100 мкМ) на подвижность сперматозо�
идов и активность сперматозоидного фермента глицеральдегид�3�фосфатдегидрогеназы (GAPDS). Показа�
но, что инкубация с 10 и 100 мкМ Н2О2 приводит к увеличению числа сперматозоидов с активной подвиж�
ностью соответственно на 20 и 18% и повышению активности GAPDS на 27 и 20% по сравнению с пробой
без добавок. Также обнаружено, что после инкубации с 10 мкМ перекисью водорода содержание восстанов�
ленного глутатиона (GSH) в сперматозоидах увеличивается, в среднем, на 50% по сравнению с контролем.
Предполагается, что инкубация сперматозоидов с низкими концентрациями перекиси водорода активиру�
ет пентозофосфатный путь, что приводит к синтезу NADPH и восстановлению окисленного глутатиона глу�
татион�редуктазой. Вследствие этих процессов в клетке повышается уровень GSH, который восстанавлива�
ет окисленные цистеины активного центра GAPDS, что приводит к росту активности фермента и увеличе�
нию числа подвижных сперматозоидов. Таким образом, увеличение числа подвижных сперматозоидов в
присутствии низких концентраций перекиси водорода может служить индикатором нормальной работы
клеточной системы антиоксидантной защиты.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: глицеральдегид�3�фосфатдегидрогеназа, сперматозоиды, активные формы кислоро�
да, антиоксидантная защита. 

Одной из важнейших характеристик сперма�
тозоидов, определяющих способность к опло�
дотворению, является их подвижность. Основ�
ной причиной снижения фертильности спермы
является токсичное действие активных форм
кислорода (АФК) [1–4]. В нашей предыдущей
работе было показано, что снижение подвиж�
ности сперматозоидов в присутствии перекиси
водорода связано с окислением одного из фер�
ментов гликолиза – глицеральдегид�3�фосфат�
дегидрогеназы [5]. Гликолиз необходим для син�
теза АТР в клетке, поэтому активность глице�

ральдегид�3�фосфатдегидрогеназы важна для
всех энергозависимых процессов, включая раз�
ные типы движения. В клетках различных орга�
нов и тканей глицеральдегид�3�фосфатдегидро�
геназа локализована в цитоплазме, где протека�
ют реакции гликолиза. В сперматозоидах присут�
ствует особый изофермент глицеральдегид�3�
фосфатдегидрогеназы (GAPDS), который отли�
чается от изофермента соматических клеток
прежде всего тем, что он прочно связан с фиб�
розной оболочкой основного отдела жгутика
сперматозоида [6–8]. Показано, что GAPDS не�
обходима для движения сперматозоидов: наруше�
ние экспрессии гена GAPDS приводит к серьез�
ным нарушениям подвижности сперматозои�
дов, блокируя их поступательное движение [9].

Обе изоформы фермента легко окисляются
АФК, в том числе перекисью водорода, в резуль�
тате чего теряют ферментативную активность
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[10–12], что приводит к снижению продукции
ATP в ходе гликолиза. Ранее мы показали, что в
присутствии умеренных и высоких концентра�
ций перекиси водорода (более 0,5 мМ) подвиж�
ность сперматозоидов падает пропорционально
снижению активности GAPDS [5]. Влияние низ�
ких концентраций перекиси водорода в данной
работе не рассматривалось, поскольку казалось
естественным, что в низкой концентрации пе�
рекись водорода будет немедленно нейтрализо�
вана антиоксидантной системой клеток, и все
эффекты будут слабо выраженными. Однако в
литературе появляется все больше данных о том,
что именно малые концентрации АФК (до 50 мкМ)
могут активировать в сперматозоидах каскады
ферментативных реакций, регулирующих про�
цессы капацитации и оплодотворения [13–15].

Таким образом, АФК в малых дозах могут
быть частью регуляторного механизма, который
обеспечивает ответ клетки на изменение внеш�
них условий. Этот клеточный ответ может затра�
гивать основные метаболические пути, а также
влиять на подвижность сперматозоидов.

Кроме того, раньше мы показали, что мягкое
окисление глицеральдегид�3�фосфатдегидроге�
назы в мышечных экстрактах низкими концент�
рациями перекиси водорода приводит к разоб�
щению окисления и фосфорилирования в гли�
колизе, приводя к ускоренному накоплению
лактата за счет снижения продукции ATP [16].
Такие изменения в гликолизе могут приводить к
накоплению субстрата для окислительного фос�
форилирования (пирувата) и, следовательно, к
ускорению окислительного фосфорилирования
в клетках. Если предположить, что подобный
эффект может наблюдаться в сперматозоидах,
то в присутствии низких концентраций Н2О2

может измениться соотношение гликолиза и
окислительного фосфорилирования, а, следова�
тельно, характер подвижности сперматозоидов.
В представленной работе для проверки указан�
ных выше предположений мы исследовали вли�
яние низких концентраций перекиси водорода
на активность глицеральдегид�3�фосфатдегид�
рогеназы и на характер подвижности спермато�
зоидов.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Реактивы. Использовали следующие реактивы:
глицин, NAD («MP Biomedicals», США), диэтил�
ацеталь глицеральдегид�3�фосфата (бариевая
соль), восстановленный глутатион, каталаза из
печени быка, ЭДТА («Sigma�Aldrich», США),
5,5'�дитио�бис�нитробензойная кислота («Ferak»,
Германия), трипсин («Спофа», Чехия).

Исследование влияния перекиси водорода на
подвижность сперматозоидов. Исследования про�
водили на сперматозоидах человека. После раз�
жижения эякулята каждый образец микроскопи�
ровали в проходящем свете при увеличении × 400
на микроскопе Amplival (Jena, «Karl Zeiss», Гер�
мания). Подвижность сперматозоидов опреде�
ляли с помощью автоматического спермоанали�
затора СА – 500 («Биола», Россия). Экспери�
менты проводили при температуре 20–22°. Ис�
следовали образцы спермы, содержавшие не ме�
нее 40% подвижных клеток. Из полученного об�
разца эякулята отбирали пробы для опыта и
контроля. В экспериментальные пробы вносили
Н2О2 до конечной концентрации 10 и 100 мкМ.
Через 1 ч оценивали изменение подвижности
сперматозоидов в контрольной и эксперимен�
тальных пробах, после чего во все пробы добав�
ляли по 0,2 мкг (1 ед) каталазы и осаждали спер�
матозоиды центрифугированием (5 мин, 1500 g).
Супернатант удаляли, а в осадке клеток опреде�
ляли активность GAPDS.

Определение активности GAPDS в спермато;
зоидах. К осажденным клеткам добавляли рав�
ный объем фосфатно�солевого буфера (10 мМ
фосфат калия, 0,15 М NaCl, pH 7,5) и разруша�
ли клетки ультразвуком. В полученной суспен�
зии определяли активность GAPDS и концент�
рацию общего белка. Активность GAPDS опре�
деляли с помощью спектрофотометра «Shimadzu»
UV�1601 (Япония) при 20°, измеряя нарастание
поглощения в реакционной смеси в результате
образования NADH (340 нм) в ходе окисления
3�фосфоглицеринового альдегида (3�ФГА). Ре�
акционная смесь (1 мл) содержала 50 мМ гли�
цин, 50 мМ фосфат калия, pH 9,0, 5 мМ ЭДТА,
0,5 мМ NAD, 1 мМ 3�ФГА и 20 мкл суспензии
разрушенных сперматозоидов. Удельную актив�
ность фермента выражали в мкмоль NADH/мин
на 1 мг белка.

Определение белка. Концентрацию белка в ис�
следуемых образцах определяли по методу Брэд�
форд [17]. К 1 мл реактива добавляли 1–2 мкл
суспензии сперматозоидов и через 1 мин регист�
рировали поглощение раствора при 595 нм.

Определение концентрации перекиси водорода.
Концентрацию Н2О2 определяли спектрофото�
метрически при 230 нм, считая коэффициент
экстинкции равным 72,7 M–1 см–1.

Определение содержания глутатиона в сперма;
тозоидах. После измерения подвижности спер�
матозоиды осаждали центрифугированием. Су�
пернатант удаляли, а к осадку клеток добавляли
100 мкл буфера (50 мМ фосфат калия, 1 мМ ЭДТА,
pH 8,0) и разрушали клетки ультразвуком. В по�
лученной суспензии определяли содержание об�
щего белка по методу Брэдфорд (как описано
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выше). Затем суспензию центрифугировали
(13 000 g, 10 мин), осадок удаляли, а в экстракте
определяли содержание восстановленного глу�
татиона (GSH). Для определения GSH белки в
экстракте осаждали концентрированной хлорной
кислотой, добавляя к 100 мкл экстракта 17 мкл
HClO4 (до конечной концентрации 1 мМ), после
чего раствор нейтрализовали добавлением 14 мкл
насыщенного раствора K2CO3. Выпавший осадок
удаляли центрифугированием (13 000 g, 5 мин),
а в супернатанте определяли содержание GSH в
реакции с 5,5'�дитио�бис�нитробензойной кис�
лотой (ДТНБ). Содержание GSH определяли
сразу в нескольких пробах: по 100 мкл пробы
вносили в лунки 96�луночного планшета и до�
бавляли 5 мкл 0,01 М раствора ДТНБ. Через 5 мин
в лунках определяли поглощение при 400 нм
при помощи планшетного фотометра. Калибро�
вочную прямую для определения GSH строили,
используя раствор восстановленного глутатиона,
концентрацию которого определяли по светопог�
лощению при 412 нм, считая ε = 13 600 М–1 см–1.
Содержание GSH в экстракте рассчитывали на
1 мг общего белка в суспензии разрушенных
клеток.

Выделение GAPDS из сперматозоидов для
масс;спектрометрического исследования. Для то�
го, чтобы выделить GAPDS из сперматозоидов в
растворимой форме, необходимо отщепить N�кон�
цевой фрагмент (~70 аминокислотных остат�
ков), с помощью которого белок прикрепляется
к цитоскелету жгутика. Для этого исследуемые
образцы сперматозоидов сначала разрушали
ультразвуком и центрифугировали. Затем к
осадку разрушенных клеток (~50 мкл) добавля�
ли 50 мкг трипсина в 50 мкл фосфатно�солевого
буфера, pH 7,5, и инкубировали 15 мин при 30°,
после чего добавляли ингибитор протеаз фенил�
метансульфонилфторид до 0,5 мМ и удаляли
осадок центрифугированием (10 мин, 14 000 g).
В результате описанной процедуры GAPDS, ли�
шенный N�концевого фрагмента, переходит в
раствор, сохраняя при этом ферментативную ак�
тивность [18]. Из полученного раствора сразу же
готовили пробы для Ds�Na�электрофореза сог�
ласно стандартной методике. После проведения
DsNa�электрофореза белковые полосы с мол.
массой ~40 кДа, соответствующие субъединице
GAPDS без N�концевого домена [18], вырезали
из геля и анализировали методом масс�спектро�
метрии. Масс�спектры были получены на MALDI�
времяпролетном масс�спектрометре Ultrafle�
Xtreme «BrukerDaltonics» (Германия), оснащен�
ном УФ�лазером (Nd) в режиме положительных
ионов с использованием рефлектрона. Иденти�
фикацию белков осуществляли при помощи
программы Mascot (www.matrixscience.com).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование влияния низких концентраций
Н2О2 на подвижность сперматозоидов. Для дан�
ного эксперимента отбирали образцы, в кото�
рых количество подвижных сперматозоидов
составляло не менее 40%. Каждый образец дели�
ли на три пробы: в две пробы добавляли Н2О2 до
конечной концентрации 10 и 100 мкМ, а третья
служила контролем. Обнаружено статистически
достоверное увеличение содержания подвиж�
ных сперматозоидов в образцах, содержавших
перекись водорода, по сравнению с образцом
без добавок. После 1 ч инкубации в присутствии
10 и 100 мкМ Н2О2 содержание сперматозоидов
с активной подвижностью увеличилось соответ�
ственно на 20 и 18% по сравнению с контролем,
а содержание подвижных сперматозоидов (об�
щая подвижность) – на 11% (рис. 1).

Исследование влияния перекиси водорода на
активность GAPDS в сперматозоидах. После ис�
следования подвижности сперматозоидов пере�
кись водорода в пробах удаляли добавлением
каталазы, сперматозоиды отделяли центрифуги�
рованием, и в полученных осадках измеряли ак�
тивность GAPDS. Мы ожидали увидеть сниже�
ние активности GAPDS в пробах с перекисью
водорода по сравнению с пробой без добавок в
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Рис. 1. Влияние Н2О2 на подвижность сперматозоидов. Об�
разец эякулята разделили на три части: первую пробу ин�
кубировали без добавок (1), вторая и третья пробы содер�
жали соответственно 10 и 100 мкМ Н2О2 (2 и 3). Все пробы
инкубировали при 22° 1 ч. Данные представлены в виде
среднего значения ± стд. ошибка (n = 13). Для оценки ста�
тистической значимости использовали t�критерий Стью�
дента
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результате окисления части активных центров
фермента. Однако в большинстве эксперимен�
тов активность GAPDS в образцах с перекисью
водорода оказалась выше по сравнению с конт�
ролем (таблица).

Как видно из таблицы, в контрольных про�
бах наблюдался довольно сильный разброс зна�
чений удельной активности GAPDS (0,094–0,44
мкмоль NADH/мин на мг белка), поскольку
свойства сперматозоидных ферментов у разных
доноров могут существенно различаться в пре�
делах нормы. Поэтому для проведения статис�
тического анализа в каждом эксперименте
удельную активность GAPDS в контроле при�
нимали за 100%.

В пробах, содержавших 10 и 100 мкМ Н2О2,
было обнаружено статистически значимое уве�
личение активности GAPDS соответственно на
27 и 20% по сравнению с контролем: p = 0,043 и
0,017, согласно тесту Манна–Уитни (таблица,
рис. 2). Результат был неожиданный, поскольку
известно, что глицеральдегид�3�фосфатдегид�
рогеназа из разных источников легко инактиви�
руется в присутствии перекиси водорода в ре�
зультате окисления цистеина активного центра
[10–12].

Для проверки не является ли рост активнос�
ти GAPDS в сперматозоидах следствием какой�
либо ковалентной модификации фермента в ре�

зультате активации сигнальных путей, регулиру�
емых АФК, из контрольного и эксперименталь�
ного (после инкубации с Н2О2) образцов спер�
матозоидов с удельной активностью GAPDS
0,108 и 0,17 мкмоль NADH/мин на мг белка бы�
ли выделены препараты GAPDS и исследованы
методом масс�спектрометрического анализа
(MALDI). Для исследования применяли метод
«отпечатков пальцев», который предполагает
полное расщепление анализируемого белка
трипсином с последующим анализом получен�
ных пептидов масс�спектрометрическим мето�
дом. Сравнение наборов пептидов, полученных
для двух препаратов GAPDS с разной актив�
ностью, не выявило различий, которые могли
бы означать ковалентную модификацию белка в
экспериментальном образце. Таким образом,
было показано, что рост активности GAPDS в
результате инкубации сперматозоидов с Н2О2 не
является следствием модификации GAPDS.

Далее было исследовано прямое влияние пе�
рекиси водорода на рекомбинантную спермато�
зоидную глицеральдегид�3�фосфатдегидрогена�
зу (dN�GAPDS), а также на полноразмерный бе�
лок GAPDS, который связан с цитоскелетом
жгутика сперматозоида.

Исследование влияние перекиси водорода на
сперматозоидную глицеральдегид;3;фосфатдегид;
рогеназу. Рекомбинантная глицеральдегид�3�
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мкмоль
NADH/мин мг

0,146

0,125
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–

%
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0,017
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–
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Среднее
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р

мкмоль
NADH/мин мг

0,108

0,144

0,155

0,094

0,440

0,190

0,120

0,220

0,360

0,200

0,203

0,035

–

%

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

–

–

Влияние Н2О2 на активность GAPDS в сперматозоидах*

Активность GAPDS после 1 ч инкубации

100 мкМ Н2О2

* Представлено 10 независимых экспериментов.

10 мкМ Н2О2без добавок (контроль)
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фосфатдегидрогеназа сперматозоидов человека
без N�концевого домена (dN�GAPDS) была по�
лучена в нашей лаборатории. Благодаря удале�
нию N�концевого домена удалось получить этот
фермент в растворимой и активной форме [12].
Как показано на рис. 3, при инкубации dN�
GAPDS с перекисью водорода наблюдается инак�
тивация фермента, пропорциональная концент�
рации окислителя.

Сперматозоидная глицеральдегид�3�фосфат�
дегидрогеназа (GAPDS) отличается от рекомби�
нантного белка dN�GAPDS наличием дополни�
тельного N�концевого фрагмента, который свя�
зывает GAPDS с цитоскелетом жгутика сперма�
тозоида, в результате чего после разрушения
клеток GAPDS остается в нерастворимой фрак�
ции. Чтобы проверить, как влияет перекись во�
дорода на полноразмерный белок GAPDS, ис�
следовали влияние Н2О2 на активность GAPDS
непосредственно в нерастворимом осадке, по�
лученном после обработки сперматозоидов
ультразвуком (рис. 4).

Как видно из рис. 4, активность GAPDS в
нерастворимой фракции сперматозоидов падает
в три раза после инкубации с 100 мкМ Н2О2

(рис. 4, 2). В контрольном образце без добавок ак�
тивность GAPDS снижается за время экспери�
мента приблизительно на 10% в результате окис�
ления фермента кислородом воздуха (рис. 4, 4).

Представленные данные говорят о том, что
перекись водорода инактивирует как рекомби�
нантный фермент dN�GAPDS, так и полнораз�
мерный GAPDS. Таким образом, увеличение ак�
тивности GAPDS после обработки сперматозо�
идов перекисью водорода нельзя объяснить
прямым воздействием Н2О2 на GAPDS. Мы
предположили, что такой эффект может быть
связан с активацией метаболических путей,
приводящих к повышению уровня восстанов�
ленного глутатиона (GSH). Глутатион является
естественным антиоксидантом, который нейт�
рализует АФК в клетке, а также восстанавливает
окисленные цистеины в белках. На рис. 4 пока�
зано, что инкубация пробы, предварительно
окисленной Н2О2, с 5 мМ глутатионом приводит
к 4�кратному увеличению активности GAPDS
(рис. 4, 3). Этот эксперимент демонстрирует, что
активность GAPDS в сперматозоидах может эф�
фективно регулироваться путем окисления�вос�
становления. Перекись водорода окисляет SH�
группы фермента, снижая его активность. Глу�
татион эффективно восстанавливает активность
окисленного фермента, превращаясь в окислен�
ную форму GSSG. Мы предположили, что рост
активности GAPDS в клетках, обработанных
Н2О2, может быть связан с увеличением продук�
ции GSH в клетке в ответ на действие Н2О2. Для
проверки этого предположения необходимо бы�
ло выяснить, влияет ли обработка сперматозои�
дов перекисью водорода на содержание восста�
новленного глутатиона в клетках. С этой целью
было проведено сравнение содержания GSH в
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Рис. 2. Влияние Н2О2 на активность GAPDS в сперматозо�
идах. Образец эякулята делили на три части: первую пробу
инкубировали без добавок (1), во вторую и третью пробы
добавляли Н2О2 до конечной концентрации 10 и 100 мкМ
(2, 3). Все пробы инкубировали при 22° 1 ч, затем клетки
отделяли центрифугированием и определяли активность
GAPDS. За 100% принимали активность в пробе без доба�
вок. Приведены средние значения 10 независимых экспе�
риментов ± стд. ошибка. Для оценки статистической зна�
чимости использовали тест Манна–Уитни
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или 1,5 мкМ) в 10 мМ калий�фосфатном буфере, pH 7,5,
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сперматозоидах после 1 ч инкубации без доба�
вок и в присутствии Н2О2.

Как видно из рис. 5, после инкубации спер�
матозоидов в присутствии 10 мкМ Н2О2 содер�
жание GSH в клетках увеличивается, в среднем,

на 50% по сравнению с образцом без добавок.
При увеличении концентрации Н2О2 до 100 мкМ
содержание GSH в клетках снижается, и разли�
чия в содержании GSH по сравнению с конт�
рольной группой становятся статистически не�
достоверны. Вероятно, это связано с тем, что в
этой группе значительная часть GSH расходует�
ся на нейтрализацию избытка Н2О2.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные результаты позволяют сделать
вывод, что инкубация сперматозоидов в присут�
ствии низких концентраций Н2О2 приводит к
повышению концентрации глутатиона в клетке.
Увеличение содержания GSH приводит к вос�
становлению окисленных SH�групп фермента
GAPDS, что сопровождается ростом его фер�
ментативной активности. Следствием этих со�
бытий, возможно, является небольшое увеличе�
ние числа подвижных сперматозоидов.

В данном разделе мы рассмотрим возмож�
ные механизмы, которые могут приводить к по�
вышению продукции GSH в ответ на повыше�
ние концентрации Н2О2 до 100 мкМ.

Для поддержания уровня восстановленного
глутатиона в клетке необходим фермент глута�
тион�редуктаза, который восстанавливает окис�
ленный глутатион (GSSG) до GSH. Показано,
что глутатион�редуктаза необходима для сохра�
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Рис. 4. Окисление и восстановление GAPDS в нераствори�
мой фракции сперматозоидов. Сперматозоиды разрушили
ультразвуком. Осадок разрушенных клеток отделили цент�
рифугированием и дважды промыли калий�фосфатным
буфером, pH 7,5, затем суспендировали в том же буфере и
разделили на две части. В одной пробе (без добавок) изме�
рили активность в начале (1) и конце эксперимента (4).
Вторую пробу сначала инкубировали 30 мин в присутствии
100 мкМ Н2О2 (2), после чего добавили глутатион (GSH) до
5 мМ и инкубировали еще 30 мин (3)
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нения подвижности сперматозоидов: в присут�
ствии ингибитора глутатион�редуктазы кармус�
тина (производного нитрозомочевины) сперма�
тозоиды быстро теряют подвижность, и наблю�
дается рост продуктов перекисного окисления
липидов, что свидетельствует о накоплении
АФК в клетках [19].

Для восстановления GSSG глутатион�редук�
тазой необходим кофактор NADPH, который об�
разуется в ходе пентозофосфатного пути (ПФП).
Таким образом, ПФП является частью антиок�
сидантной системы сперматозоидов, поскольку
производит NADPH для работы глутатион�ре�
дуктазы и глутатион�пероксидазы. Есть данные,
что умеренный окислительный стресс приво�
дит к активации пентозофосфатного пути в
сперматозоидах. Так, инкубация сперматозоидов
в присутствии 50–100 мкМ Н2О2 в среде, содер�
жащей меченую глюкозу, приводит к высвобож�
дению меченого CO2, что указывает на актива�
цию ПФП [19]. Таким образом, активация пен�
тозофосфатного пути в ответ на присутствие
Н2О2 – это включение системы антиоксидант�
ной защиты.

В связи с вышеизложенными фактами мож�
но предположить, что в нашем случае инкуба�
ция сперматозоидов с низкими концентрация�
ми перекиси водорода активирует пентозофос�
фатный путь, что приводит к синтезу NADPH и
восстановлению GSSG глутатион�редуктазой.
Вследствие этих процессов в клетке повышается
уровень GSH, который восстанавливает окис�
ленные цистеины активного центра GAPDS,
что приводит к увеличению активности фер�
мента и подвижности сперматозоидов.

Механизм активации ПФП в сперматозои�
дах перекисью водорода не установлен. Однако
известно, что ключевым ферментом ПФП явля�
ется глюкозо�6�фосфатдегидрогеназа (G6PD). В
настоящее время известно, что G6PD сомати�
ческих клеток регулируется множеством сиг�
нальных молекул [20]. Среди регуляторов этого
фермента есть те, которые активируются в ответ
на повышение концентрации АФК. Один из та�
ких регуляторов – сериновая/треониновая про�
теинкиназа АТМ (аtaxia telangiectasia mutated),
названная так по названию редкого наслед�
ственного заболевания (аtaxia telangiectasia, АТ),
которое вызывается мутацией данной протеин�
киназы. Среди многочисленных симптомов
этого заболевания – повышенная чувствитель�
ность к радиации, предрасположенность к рако�
вым заболеваниям, стерильность, иммунодефи�
цит и неврологические нарушения (атаксия и
гибель клеток Пуркинье) [21]. Изначально счи�
талось, что АТМ и связанные с ней сигнальные
пути активируются двойными разрывами ДНК,

которые появляются в ответ на ионизирующее
излучение. В то же время, многообразие нару�
шений, наблюдаемых при АТ, позволяло пред�
полагать, что киназа АТМ является сенсорным
белком клетки, который активируется в ответ на
появление АФК и активирует систему антиок�
сидантной защиты [21–23]. Дефект данного
белка приводит к накоплению АФК и поврежде�
нию разнообразных макромолекул, чувстви�
тельных к окислению, вызывая широкий спектр
нарушений клеточных функций. Действитель�
но, у пациентов с АТ обнаруживаются значи�
тельные повреждения липидов и ДНК, вызыва�
емые окислением [24]. Позже был установлен
механизм активации белка АТМ: было показа�
но, что окисление молекулы АТМ, а именно об�
разование димера, сшитого дисульфидной
связью, вызывает активацию этой киназы. Му�
тация цистеинового остатка, вовлеченного в об�
разование дисульфидной связи, блокирует регу�
ляцию киназы АТМ путем окисления [25].

Еще один регулятор активности G6PD – ма�
лые белки теплового шока (sHsps). Сначала бы�
ло замечено, что sHsps защищают клетки мыши�
ных фибробластов L929 от повреждений, вызы�
ваемых окислительным стрессом, путем актива�
ции G6PD и накопления восстановленного глу�
татиона [26]. Позже появилась работа, которая
связала имеющиеся данные об АТМ и Hsps: бы�
ло показано, что АТМ фосфорилирует шаперон
Hsp27, что приводит к его связыванию с G6PD и
активации фермента [27].

Необходимо заметить, что АТМ�зависимая
активация G6PD наблюдалась как в экстрактах
яиц шпорцевой лягушки (Xenopus), так и в фиб�
робластах человека, что позволяет предполагать
его универсальность [27]. Вероятно, похожий
каскад взаимодействий приводит к активации
G6PD в сперматозоидах человека при инкуба�
ции с низкими концентрациями Н2О2.

Механизм активации G6PD неясен. Было
высказано предположение, что Hsp27 стабили�
зирует активную конформацию фермента [27].
В работах другой группы авторов было показа�
но, что активация G6PD в клетках коркового
слоя почек крысы факторами роста сопровож�
дается переходом неактивной формы фермента,
ассоциированной с клеточными структурами, в
цитоплазму. При этом предполагалось, что пе�
реход в цитоплазму вызывается модификацией
фермента или компонента, с которым связан
фермент [28]. Похожий механизм активации
G6PD наблюдался после оплодотворения яиц
морского ежа [29].

Учитывая, что основные регуляторные меха�
низмы универсальны, можно предполагать, что
в сперматозоидах присутствует протеинкиназа,
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активируемая окислением, которая запускает
каскад реакций фосфорилирования, приводя�
щих в итоге к активации G6PD. Тогда гипотети�
ческая цепь событий, приводящих к накопле�
нию GSH в ответ на повышение концентрации
Н2О2 в сперматозоидах, будет выглядеть следую�
щим образом: Н2О2 → активация протеинкина�
зы, чувствительной к АФК → фосфорилирова�
ние регуляторных белков (малых белков тепло�
вого шока) → активация G6PD → накопление
NADPH → активация глутатионредуктазы → на�
копление GSH.

Таким образом, мы показали, что инкубация
сперматозоидов в присутствии 10 и 100 мкМ
Н2О2 приводит к увеличению числа сперматозо�
идов с активной подвижностью соответственно
на 20 и 18% и повышению активности фермента

гликолиза GAPDS на 27 и 20%, что, вероятно,
является следствием повышения уровня GSH в
клетках под действием Н2О2. Эти результаты
подтверждают ранее полученные данные отно�
сительно активации пентозофосфатного пути в
сперматозоидах низкими концентрациями Н2О2

[19], поскольку продукт пентозофосфатного пу�
ти NADPH является кофактором глутатионре�
дуктазы, и его накопление способствует восста�
новлению окисленного глутатиона (GSSG) с об�
разованием GSH. Следовательно, увеличение
подвижности сперматозоидов в присутствии
низких концентраций перекиси водорода может
служить индикатором нормальной работы кле�
точной системы антиоксидантной защиты.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РФФИ (грант 13�04�00823).
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The effects of low concentrations of hydrogen peroxide (10–100 μM) on sperm motility and on the activity of the
sperm enzyme glyceraldehyde�3�phosphate dehydrogenase (GAPDS) were investigated. Incubation with 10 and
100 μM hydrogen peroxide was shown to increase the number of spermatozoa with progressive motility by 20 and
18%, respectively, and to enhance the activity of GAPDS in sperm cells by 27 and 20% compared to a semen sample
incubated without additions. It was also found that incubation with 10 μM hydrogen peroxide increased the content
of reduced glutathione (GSH) in sperm cells by 50% on average compared to that in the control samples. It is sup�
posed that low concentrations of hydrogen peroxide activate the pentose phosphate pathway, resulting in NADPH
synthesis and the reduction of oxidized glutathione by glutathione reductase yielding GSH. The formed GSH reduces
the oxidized cysteine residues of the GAPDS active site, increasing the activity of the enzyme, which in turn enhances
the content of sperm cells with progressive motility. Thus, increase in motile spermatozoa in the presence of low con�
centrations of hydrogen peroxide may serve as an indicator of normal functioning of the antioxidant defense system
in sperm cells.
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