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Поддержание сперматогенеза млекопитающих зависит от наличия сперматогониальных стволовых кле-
ток. Повреждения данных клеток, вызванные химическими или физическими воздействиями на организм, 
различными заболеваниями или генетической предрасположенностью, могут возникать в любом возрасте. 
Бесплодие, как один из побочных эффектов лечения онкологических заболеваний, является важной проблемой 
для пациентов и их семей. Поскольку криоконсервация спермы применима только для постпубертатных паци-
ентов, необходима альтернатива сохранения фертильности пациентов молодого возраста, когда сперматогенез 
еще не начался. Одним из наиболее вероятных способов решения данной проблемы может быть криоконсер-
вация сперматогониальных стволовых клеток. В статье проанализированы различные технологии криоконсер-
вации, рассмотрены последние достижения в области репродуктивной медицины, открывшие новые возмож-
ности для восстановления фертильности человека. Находятся на экспериментальной стадии изучения такие 
методы, как криоконсервация ткани яичек, трансплантация сперматогониальных стволовых клеток, графтинг 
ткани яичка. Их эффективность во многом зависит от количества доступных, сохраненных сперматогониаль-
ных стволовых клеток, что доказано многочисленными исследованиями на моделях-животных. Достигнуты 
значительные успехи по поддержанию сперматогониальных стволовых клеток in vitro, выделенных из тестикул 
приматов, с последующей аутотрансплантацией. Метод криоконсервации, успешно применяемый для сохра-
нения тестикулярной ткани и суспензии тестикулярных клеток животных, перспективен в отношении тканей 
гонад и сперматогониальных стволовых клеток человека и, тем самым, является возможным способом сохра-
нения его естественной фертильности. Однако на сегодняшний день данные репродуктивные технологии все 
еще находятся на стадии исследований, и их совершенствование в ближайшем будущем будет содействовать 
дальнейшему пониманию механизма сперматогенеза и его патогенеза, что может привести к положительным 
результатам как в лечении мужского бесплодия (особенно наиболее сложных форм), так и в его профилактике. 
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К настоящему времени количество супруже-
ских пар, страдающих бесплодием, составляет 
около 10–15 %, причем в 50–60 % случаев при-
чиной является мужской фактор [1]. Получение 
мужских половых клеток, особенно функцио-
нальных сперматид, очень важно для дальней-
шего лечения мужского бесплодия с помощью 
вспомогательных репродуктивных технологий 
(artificial reproductive technologies, ART). 

Многие вопросы эндокринной регуляции 
функций мужской репродуктивной системы 
хорошо изучены, существуют терапевтические 
методы лечения таких пациентов. Тем не ме- 
нее некоторые физиологические процессы, про-
исходящие при развитии гамет внутри яичек,  
в результате которых нарушается или отсут- 
ствует нормальный сперматогенез, что при-
водит к инфертильности, исследованы недо- 
статочно. 

Лечение онкологических заболеваний, хи-
мио- или лучевая терапия различных незлокаче-
ственных заболеваний часто серьезно повреж-
дают гонады, что в дальнейшем может привести 
к бесплодию. Влияние химиотерапии на спер-
матогенез существенно варьирует в зависимо-
сти от комбинации используемых препаратов,  
и возможны негативные отдаленные воздействия 
на фертильность в будущем. Бесплодие являет-
ся одним из побочных эффектов такого лечения  
и может стать наиболее существенным факто-
ром, влияющим на психологические аспекты 
дальнейшей жизни. Так, около 30 % мужчин, 
перенесших вышеупомянутые процедуры в дет-
стве, во взрослом возрасте страдают азооспер-
мией [2]. Таким образом, сохранение фертиль-
ности имеет большое значение для обеспечения 
качества жизни этих пациентов. 

В настоящее время криоконсервация спер- 
мы – это способ сохранения мужского репро-
дуктивного потенциала с помощью дальнейше-
го применения ART, таких как интрацитоплаз-
матическая инъекция спермы (intracytoplasmic 
sperm injection, ICSI), экстракорпоральное опло-
дотворение, внутриматочная инсеминация. ART 
с использованием спермы, криоконсервирован-
ной до начала лечения противоопухолевыми  

схемами терапии, являющимися гонадоток-
сическими, показали хорошие результаты [3],  
но они неприменимы для пациентов, не до-
стигших пубертатного возраста. 

Таким образом, одним из наиболее вероятных 
в клиническом применении способов сохранения 
фертильности для молодых пациентов, которым 
предстоит химио- или радиотерапия, может быть 
криоконсервация ткани яичек, содержащей спер-
матогониальные стволовые клетки (ССК).

Цель данной работы – обзор существующих 
протоколов криоконсервации, используемых  
в сохранении клеток и тканей репродуктивных 
органов различных животных и человека. Рас-
смотрены такие аспекты, как восстановление, 
жизнеспособность, целостность и функцио-
нальность клеток и тканей. Кроме того, проана-
лизированы биобезопасность рассматриваемых 
методов и перспективы сохранения мужской 
фертильности. Для поиска научных материалов 
использовались базы данных РubMed и Medline. 
Условия поискового запроса были определены 
темой исследования: криоконсервация, сохра-
нение мужской фертильности, репродуктивная 
медицина, сперматогенез, ССК, гонадотоксич-
ность, лучевая терапия и химиотерапия. 

Криоконсервация репродуктивных кле-
ток и тканей. При помощи криоконсервации 
возможно долгосрочное хранение биологиче-
ских образцов (клеток и тканей) вне организма. 
Успехи в данной области позволили создать спо-
собы долгосрочного сохранения гамет (сперма-
тозоидов и ооцитов), эмбрионов, репродуктив-
ных клеток (суспензии тестикулярных клеток)  
и тканей (ткани яичников и тестикул) [3]. Се-
годня криоконсервация ССК – это эффективный 
способ сохранения генетического материала. 
Метод криоконсервации ССК и тестикулярной 
ткани к настоящему времени неоднократно мо-
дифицирован и применяется в отношении кле-
ток, выделенных из тестикул различных видов 
млекопитающих [4]. Многочисленные исследо-
вания подчеркнули ключевую роль жизнеспо-
собных и функциональных ССК в эффектив-
ности дальнейших методов восстановления 
фертильности: пересадка ткани тестикул/яичек 
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(графтинг), трансплантация ССК, in vitro спер-
матогенез. Вышеупомянутые методы успешно 
применяются для восстановления сперматоге-
неза животных почти два последних десятиле-
тия и являются перспективными для будущего 
клинического применения в репродукции чело-
века в т. ч. и для пациентов предпубертатного 
периода (см. рисунок) [5]. 

Успех применения метода криоконсервации 
тканей и/или клеток зависит от понимания био-
физических основ данного процесса, в т. ч. как от 
выбора криопротектора и его концентрации, так 
и от процедур замораживания, хранения, транс-
портировки и последующего размораживания,  
в ходе которых количество ССК уменьшается [4]. 

Сравнительный анализ способов замора-
живания. На сегодняшний день наиболее часто 
используются две процедуры криоконсервации: 
медленное (с контролируемой или неконтроли-
руемой скоростью охлаждения) замораживание 
и витрификация. В течение процедуры медлен-
ного замораживания обезвоживание клеток про-
исходит постепенно, по мере снижения темпе-
ратуры. Это ведет к уменьшению образования 
как межклеточных контактов, так и контактов 

между льдом и клеткой, тем самым снижая риск 
формирования внутриклеточного льда, повреж-
дающего клетки, что особенно важно при крио-
консервации тканей. Помимо этого, медленное 
замораживание помогает избежать токсическо-
го воздействия на клетки, т. к. для данной про-
цедуры, как правило, требуются низкие концен-
трации криопротектора. 

В исследованиях с использованием медлен-
ного замораживания ткани яичек пациентов 
предпубертатного возраста наилучшие резуль-
таты среди криопротекторов (в т. ч. этиленгли-
коля, пропандиола и глицерина) показал диме-
тилсульфоксид (ДМСО). Данный вывод был 
основан на гистологическом анализе структу-
ры тканей, а также на жизнеспособности раз-
мороженных клеток, в т. ч. сперматогониев, 
клеток Сертоли, интерстициальных клеток [6]. 

Применение медленного замораживания 
клеток в клинических условиях занимает много 
времени, кроме того, существует большая ве-
роятность травматизации клеток, особенно это 
касается фрагментов тканей. Как правило, тем-
пература внутри образца ткани меняется более 
медленно по сравнению с клеточной суспензией, 
что также должно быть принято во внимание.  
В этом отношении метод витрификации является, 
возможно, более рациональным. При витрифика-
ции используются криозащитный раствор с более 
высокой осмолярностью (в отличие от криопро-
текторных сред, применяемых для медленного 
замораживания), а также более высокая скорость 
охлаждения: образцы материала немедленно по-
мещаются в жидкий азот, что дает возможность 
завершить всю процедуру криоконсервации в ко-
роткий срок и снизить возможность образования 
внеклеточных кристаллов льда. Витрификация 
используется для криоконсервации ооцитов в те- 
чение последнего десятилетия. Недавно появи-
лись сообщения об успешном применении дан-
ного метода при сохранении сперматогониев  
и ткани яичек человека, что было подтвержде-
но гистологическими исследованиями [7]. Тем  
не менее на данный момент остается неясным, ка-
кой метод (медленное замораживание или витри-
фикация) более оптимален для использования. 

Клиническая технология сохранения ткани яичек, 
содержащей сперматогониальные стволовые клетки (ССК), 
для пациентов предпубертатного периода с высоким 
риском бесплодия
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Трансплантация ССК. Группой исследо-
вателей под руководством R. Brinster в 1994 го-
ду была разработана техника трансплантации 
сперматогониальных клеток, в ходе которой те-
стикулярные клетки, полученные от мыши-до-
нора, были введены в семявыносящие каналь-
цы мышей-реципиентов, у которых эндогенный 
сперматогенез предварительно заблокировали  
с помощью бусульфана [8]. Это дало возмож-
ность дальнейшего изучения ССК, идентифи-
кации специфических молекулярных маркеров 
половых клеток для их изоляции, культивирова-
ния in vitro и мониторинга in vivo после введения 
клеток данного типа реципиенту. Однако метод 
трансплантации необходимо модифицировать 
для отдельных видов животных в зависимости 
от гисто-анатомической структуры их семен-
ников. Эффективность вышеуказанного метода 
наиболее высока в экспериментах с мышами [9]. 

Также была изучена ксенотрансплантация 
клеток, выделенных из тестикул доноров – раз-
личных видов животных в тестикулы реципи-
ентов – иммунодефицитных мышей. Данный 
метод оказался успешным только при исполь-
зовании клеток, полученных от крыс и хомя-
ков, т. е. видов, филогенетически близких [10]. 

Повторное введение ССК в яичко донора про-
демонстрировано в экспериментах с человеком. 
Была проведена аутотрансплантация ССК па-
циентов с лимфомой Ходжкина. Половые клет-
ки взрослых пациентов были собраны и крио-
консервированы перед началом лечения, затем 
трансплантированы в семявыносящие канальцы 
каждого пациента после лечения. О дальнейших 
результатах исследований не сообщалось [11]. 
Это свидетельствует о том, что введение поло-
вых клеток в семявыносящие канальцы человека 
технически возможно, но производство сперма-
тозоидов таким образом не является достаточно 
клинически применимым в настоящее время. 

Хотя вышеупомянутыми исследованиями 
показано, что фертильность животных может 
быть восстановлена путем пересадки ткани 
тестикул и трансплантации ССК, остается от-
крытым вопрос, могут ли быть приемлемы эти 
методы в отношении репродукции человека. 

На сегодняшний день недостаточно инфор-
мации, касающейся безопасности клиническо-
го применения описанных методов с целью 
восстановления мужской фертильности. При 
проведении реимплантации возможна контами-
нация гамет пациента злокачественными клет-
ками. В экспериментах на крысах показано, что 
трансплантация всего лишь 20 лейкозных кле-
ток в семенник обусловливает рецидивы злока-
чественных заболеваний [12]. Таким образом, 
оценка рисков переноса канцерогенных клеток 
является важным шагом в предложенном мето-
де восстановления фертильности. Количество 
злокачественных клеток, способных вызывать 
рецидив заболевания после реимплантации  
в яичко человека, неизвестно. Поэтому имеет 
огромное значение обнаружение контаминаций 
во взятых образцах ССК и тканей. 

В ряде исследований [13–15] описаны 
технологии сортировки клеток, помогающие 
ликвидировать возможные злокачественные 
клетки: флуоресцентная/магнитная сортировка 
клеток (fluorescence activated cell sorting, FASC; 
magnetic bead cell sorting); метод селекции, ос-
нованный на разных адгезивных способностях 
клеток; селективная система культивирования 
клеток. K. Fujita с коллегами показали, что 
FASC способствует удалению лейкозных кле-
ток из тканей тестикул с целью исключения ре-
цидива данного заболевания у мышей [16]. 

В рамках изучения методов культивирования 
было выявлено, что поддержание in vitro культу-
ры клеток яичек человека в течение 26 сут изби-
рательно уничтожает контаминирующие клетки 
острой лимфобластной лейкемии [17].

С другой стороны, результаты по очистке 
ССК от контаминации неоднозначны [15, 17]. 
Агрегация половых и злокачественных клеток, 
недостаток специфических маркеров для вы-
явления ССК препятствуют применению поло-
жительной селекции именно гамет.

Культивирование ССК и in vitro сперма-
тогенез. Значительным достижением ученых 
явилось определение глиального нейротрофи-
ческого фактора ключевым для самообновле-
ния ССК, что дало возможность в дальнейшем 
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использовать его при создании долгосрочной 
культуры половых клеток [4, 18].  

К настоящему времени метод поддержания 
ССК in vitro неоднократно модифицирован и 
применяется в отношении клеток, выделенных 
из тестикул различных видов млекопитающих, 
в т. ч. крыс, кроликов, хомяков, хряков, быков 
[4]. Были проведены исследования по поддер-
жанию in vitro культуры CCК человека [17]. 
Тем не менее на сегодняшний день достигну-
тые результаты не являются оптимальными для 
успешного использования их в практике. 

Методы культивирования клеток включают 
использование линий иммортализованных по-
ловых клеток, различных соматических кле-
ток, в т. ч. клеток Сертоли, в качестве фидер-
ных слоев [4, 19], но, несмотря на это, прогресс  
в данной области до недавнего времени был 
ограничен – не представлялось возможным 
получение полноценных гаплоидных клеток  
в процессе культивирования ССК [19–21]. 

Недавно была предложена новая трехмер-
ная клеточная культура на основе агара (soft agar 
culture system, SACS), создающая условия, необ-
ходимые для обеспечения полноценного развития 
мужских половых клеток мыши in vitro. При куль-
тивировании с использованием SACS спермато-
гонии дифференцировались в морфологически 
нормальные сперматозоиды, однако эффектив-
ность данного метода являлась очень низкой [22].

Успех стратегии восстановления фертиль-
ности с использованием 3D-культивирования 
может зависеть от реконструкции небольших 
функциональных кластеров клеток тестикул вну-
три матрицы, полностью напоминающей микро-
окружение или архитектуру семявыносящих 
канальцев; таким образом, будет возможно соз-
давать небольшие очаги полного сперматогенеза.

Восстановление сперматогенеза у млеко-
питающих – единственный доступный способ 
оценки функций ССК именно как стволовых 
клеток. Кроме того, эффективность протоколов 
криоконсервации также может быть исследова-
на путем проведения трансплантации, но в от-
ношении ССК человека это пока не представ-
ляется возможным. 

Трудности по сохранению жизнеспособных 
ССК и их дальнейшей дифференцировке в зре-
лые клетки, тем не менее, можно преодолеть  
с помощью биотехнологических достижений  
в данной и смежных сферах науки, которые про-
изошли за последнее время. В 2011 году груп-
пой исследователей был успешно осуществлен 
экстракорпоральный сперматогенез у мышей 
при применении органной культуры с целью 
воссоздания микроокружения, подобного ги-
стологическому строению тестикул [23]. Далее 
с помощью метода органной культуры были 
получены гаплоидные клетки из фрагментов 
ткани тестикул, криоконсервированных путем 
медленного замораживания и витрификации. 
При проведении процедур ICSI и инъекции 
круглых сперматид (round spermatid injection) 
с использованием таких клеток было получено 
жизнеспособное потомство мышей [24]. 

Очевидно, что подобные технологии, осно- 
ванные на применении стволовых клеток, в бу- 
дущем дадут возможность сохранить фертиль-
ность у пациентов предпубертатного возрас-
та с помощью криоконсервации ткани яичка  
и дальнейшего получения in vitro сперматид 
или сперматозоидов. 

Генетическая безопасность применения эк-
спериментальных методов сохранения и вос- 
становления фертильности. Исследования по-
казали, что фертильность млекопитающих мо-
жет быть восстановлена методами транспланта-
ции ССК или in vitro сперматогенеза, но остается 
вопрос, являются ли данные методы безопасны-
ми для применения в репродукции человека.

К настоящему времени недостаточно экс-
периментальных данных, которые указывают 
на эпигенетические факторы, влияющие на по-
ловые клетки и интенсивность сперматогенеза 
[25]. Обнаружено, что ДМСО способен вызы-
вать эпигенетические изменения в ССК в тече-
ние периода криоконсервации [26].

В то же время культивирование CCК мыши 
и крысы позволило создать полный сперматоге-
нез и с помощью полученных гамет получить 
потомство без видимых генетических измене-
ний, причем половые клетки были подвергнуты 

Полякова М.В. Криоконсервация сперматогониальных стволовых клеток...



38

замораживанию более 14 лет [27]. Кроме того, 
генетическую стабильность и способность к 
дальнейшей дифференцировке в гаплоидные 
клетки наблюдали после переноса культивиро-
ванных ССК, ранее подвергнутых криоконсер-
вации, реципиенту с заблокированным эндо-
генным сперматогенезом [28].

В экспериментах с приматами, не относящи-
мися к человекообразным, была показана воз-
можность получения спермы с использованием 
ССК, выделенных из фрагментов ткани тести-
кул, замороженных ранее. Сперматозоиды были 
способны к экстракорпоральному оплодотворе-
нию ооцитов с последующим развитием эмбри-
онов, что предполагает их нормальную функ-
циональную способность. К сожалению, нет 
никаких доказательств нормального формиро-
вания эмбрионов в дальнейшем [29]. Необходи-
мо проведение дополнительных исследований 
с целью изучения генетического потенциала 
подвергнутых криоконсервированию образцов 
тканей тестикул животных (яичек человека), 
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CRYOPRESERVATION OF SPERMATOGONIAL STEM CELLS:  
ITS CLINICAL USE FOR FERTILITY PRESERVATION  

IN PREPUBERTAL PATIENTS 

Maintenance of mammalian spermatogenesis depends on the presence of spermatogonial stem 
cells (SSCs). SSC damage caused by chemical or physical actions on the body, various diseases or 
genetic predisposition can occur at any age. Infertility, as one of the side effects of cancer treatment, 
is an important issue for patients and their families. Since semen cryopreservation is applicable only 
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for postpubertal patients, an alternative is required to preserve fertility in younger patients whose 
spermatogenesis has not yet begun. One of the most likely solutions is SSC cryopreservation. This 
paper analysed various methods of cryopreservation and studied recent advances in reproductive 
medicine opening up new opportunities for human fertility restoration. Such methods as testicular 
tissue cryopreservation, SSC transplantation, and testicular tissue grafting are at the experimental 
stage. However, their effectiveness largely depends on the amount of available stored SSCs, which 
has been proved by numerous studies on animal models. There has been significant progress in 
SSC maintenance in vitro, isolated from the testicles of primates, with subsequent autotransplantation. 
Cryopreservation, successfully used to preserve testicular tissue and suspensions of animal testicular 
cells, is a promising method for human gonadal tissues and SSCs and thus can be an alternative way 
to preserve natural fertility. However, today these reproductive technologies are still at the research 
stage, and their improvement in the near future will advance further understanding of the mechanism 
of spermatogenesis and its pathogenesis, which can result in more effective treatment of male infertility 
(even the most severe forms) and its prevention. 

Keywords: spermatogonial stem cells, cryopreservation, in vitro spermatogenesis, fertility restoration, 
prepubertal boys, cell therapy, assisted reproductive technologies.
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