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Свободнорадикальное окисление в клетках орга-
низма играет важную роль в возникновении и разви-
тии различных патологических состояний, в том чис-
ле и бесплодия [1–3]. В частности, установлено, что 
в результате активации перекисного окисления липи-
дов (ПОЛ) нарушается проницаемость мембран и, как 
следствие, снижаются кинетические свойства и опло-
дотворяющая способность спермиев [4, 5]. Фоллику-
лярная жидкость яичника человека (ФЖ) является 
естественной средой развития ооцита и средой окру-
жения гамет в период оплодотворения. Было показа-
но [6] уменьшение содержания одного из токсичных 
продуктов ПОЛ — малонового диальдегида при инку-
бации спермы в ФЖ, что свидетельствует о защитных 
свойствах последней.

Антиоксидантная и антирадикальная активность 
ФЖ, очевидно, определяет положительное действие 
этой биологической среды на подвижность и опло-
дотворяющую способность спермиев в методиках вы-
деления активно-подвижной фракции гамет эякуля-
та и обусловливает основной механизм сохранения 
оплодотворяющих свойств мужских гамет при куль-
тивировании.

Уникальность операции получения ФЖ яичника 
человека, этические и моральные факторы, связанные 
с программой экстракорпорального оплодотворения 
(ЭКО), а также необходимость использования ФЖ 
в те дни, когда получить ее не представляется воз-
можным, требуют разработки методов длительного 
хранения этого биологического материала. Наиболее 
перспективным методом бессрочного хранения ФЖ 
является криоконсервация. Ранее было показано [7], 
что ФЖ может храниться в условиях жидкого азота 
в течение 3 мес без существенной потери биологиче-
ских свойств. Однако программа экстракорпорально-
го оплодотворения предусматривает использование 
одного препарата ФЖ несколько раз на нескольких 
этапах, разнесенных во времени. Вместе с тем воз-
можность гипотермического хранения деконсерви-
рованной ФЖ до настоящего времени остается неис-
следованной.

Критерием эффективности хранения ФЖ может 
служить изменение в ней состояния свободноради-
кального окисления липидов и активности антиокси-
дантной системы.

Основную роль в защите биологических объек-
тов от негативного действия свободных радикалов 
отводят неферментативной и ферментативной анти-
оксидантным системам. Неферментативная система 
антиоксидантной защиты в клетке обычно характе-
ризуется количеством и активностью истинных ан-
тиоксидантов — веществ, способных перехватывать, 
или «тушить», свободные радикалы. Ферментативная 
антиоксидантная система включает ряд ферментов, 
способных прямо или косвенно метаболизировать 
токсичные продукты перекисного окисления. Такими 
ферментами в первую очередь являются ферменты 
глутатионзависимой антиоксидантной системы (глу-
татионпероксидаза, глутатионредуктаза, глутатион-
трансфераза).

Известно, что ФЖ яичника человека [7] обладает 
селензависимой глутатионпероксидазной активно-
стью; этот антиоксидантный фермент является основ-
ным ферментом, утилизирующим перекись водорода 
и токсичные продукты ПОЛ — гидроперекиси липи-
дов. При этом интересно отметить, что активность се-
лензависимой глутатионпероксидазы в ФЖ по абсо-
лютным значениям сравнима с активностью фермента 
в плазме крови человека [8].

Помимо селензависимой глутатионпероксидазы 
в ФЖ обнаружена и селеннезависимая глутатионпе-
роксидаза, которая является одним из изоферментов 
глутатион-s-трансферазы. Некоторые изофермен-
ты [9] глутатион-s-трансферазы могут утилизировать 
вторичные продукты ПОЛ — альдегиды. Еще одним 
важным ферментом глутатионзависимой антиокси-
дантной системы глутатиона является обнаруженная 
в ФЖ глутатионредуктаза — основной фермент, гене-
рирующий восстановленный глутатион.

Целью данной работы было исследование интен-
сивности перекисных процессов и активности ряда 
антиоксидантных ферментов в ФЖ яичника человека 
после криоконсервирования, включающего длитель-
ное (6 мес) хранение в жидком азоте, и последующего 
гипотермического хранения при +8°С в условиях бы-
тового холодильника.

Образцы ФЖ, полученные при пункции фолли-
кулов яичников женщин, участвующих в программе 
ЭКО, делили на 5 групп. Первая группа — нативная 
ФЖ, была контрольной. Образцы второй группы 
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хранили в жидком азоте при –196°С в течение 6 мес 
по описанной методике. Исследования проводили 
непосредственно после отогрева образцов на водяной 
бане при температуре +37°С. Третью группу образ-
цов хранили в условиях гипотермии при +8°С в те-
чение 12 ч, четвёртую — в течение 24 ч, пятую — в те-
чение 48 ч.

Гидроперекиси липидов определяли по методу 
Asakawa [10]. Определение реактивных карбонилов 
белков ФЖ проводили по методу R.L. Levine с не-
большой модификацией [11]. Активность глутатион-
пероксидазы определяли методом Paglia, Valentine 
в модификации по окислению NADPH в сопряжен-
ной глутатионредуктазной системе, глутатионредук-
тазную активность — спектрофотометрически [12]. 
Глутатион-s-трансферазную активность определяли 
спектрофотометрически [13].

Определение белка проводили по методу Lowry 
et al. в модификации Miller [14]. Полученные данные 
были обработаны статистически с использованием 
t-критерия Стьюдента.

В качестве показателей неферментативной си-
стемы антиоксидантной защиты в работе использо-
вали содержание ТБК-активных продуктов и карбо-
нильных производных белков. Содержание ТБК-ак-
тивных продуктов отражает, главным образом, накоп
ление токсичных продуктов перекисного окисления 
липидов, в то время как накопление карбонильных 
производных белков пропорционально их модифика-
ции свободными радикалами.

Из рис. 1 видно, что содержание ТБК-активных 
продуктов в нативной фолликулярной жидкости со-
ставляло 2,17±0,17 нмоль/мл.

Непосредственно после криоконсервирования, 
включающего быстрое замораживание—быстрый ото-
грев (вторая группа), содержание ТБК-активных про-
дуктов не изменялось. Последующее гипотермическое 
хранение деконсервированной ФЖ при +8°С в тече-
ние 12 ч (третья группа) также не вызывало значи-
тельного изменения данного показателя. Увеличение 
срока гипотермического хранения до 24 ч (четвертая 
группа) приводило к достоверному (р < 0,05) увели-
чению содержания ТБК-активных продуктов на 22%. 
Хранение ФЖ в течение 48 ч (пятая группа) приводи-
ло к последующему накоплению продуктов ПОЛ до 
3,15±0,18 нмоль/мл. При этом содержание ТБК-ак-
тивных продуктов было на 45% выше уровня контро-
ля и достоверно выше результатов, полученных после 
24 ч хранения.

Из рис. 2 видно, что содержание карбониль-
ных производных белка в нативной ФЖ составляло 
2,21±0,09 нмоль/мг белка. После замораживания — 
оттаивания уровень фермента не изменялся. Последу-
ющее гипотермическое хранение замороженной — от-
таянной ФЖ при +8°С также не вызвало значитель-
ного изменения данного показателя. При увеличении 
длительности гипотермического хранения до 24 ч на-
блюдалось достоверное повышение содержания кар-
бонильных производных белка (р < 0,05) в ФЖ. 
Дальнейшее хранение ФЖ в течение 48 ч приводило 
к двукратному увеличению содержания производных 
белка по сравнению с контролем.

Полученные результаты показывают, что хране-
ние криоконсервированной ФЖ в жидком азоте в те-
чение 6 мес не приводит к активации ПОЛ и модифи-
кации белков свободными радикалами непосредст-
венно после отогрева. Более того, ФЖ можно хранить 
после процедуры криоконсервирования в условиях 
холодильника по крайней мере в течение 12 ч без су-
щественного накопления ТБК-активных продуктов 
и модифицированных белков.

Ферментативную систему антиоксидантной за-
щиты исследовали по изменению активностей глу-
татионредуктазы, глутатионтрансферазы, а также 
общей глутатионпероксидазы и ее селензависимой 
и селеннезависимой изоформ. Как следует из рис. 3, 
общая глутатионпероксидазная активность практиче-
ски не изменялась после криоконсервирования и по-
следующего гипотермического хранения в течение 
12 и 24 ч.

Увеличение сроков гипотермического хранения 
до 48 ч приводило к достоверному (р < 0,05) сниже-
нию активности фермента более чем на 30% по срав-
нению с контрольной группой.

Селеннезависимая глутатионпероксидазная 
активность в контрольных образцах была равна 
76,2±6,1 нмоль/мл и составляла около 30% общей 
глутатионпероксидазной активности (рис. 4). После 
криоконсервирования эта активность оставалась на 
том же уровне.

Динамика активности фермента в ходе гипотер-
мического хранения при +8°С мало отличалась от 
общей активности фермента. Так, только 48-часовое 
хранение ФЖ приводило к достоверному снижению 

Рис. 1. Содержание ТБК-активных продуктов ПОЛ 
в ФЖ при разных сроках гипотермического хранения: 
1 — нативная ФЖ; 2 — замороженная при –196°С — 
отогретая ФЖ; 3 — 12 ч хранения; 4 — 24 ч хранения; 
5 — 48 ч хранения.

*	 p < 0,05 по сравнению с контролем; ** p < 0,05 по 
сравнению с группой 24 ч гипотермического хранения.  
То же на последующих рисунках

*

*  **
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лишь тенденцию (р < 0,1) к уменьшению активности. 
Последующее хранение ФЖ в течение 48 ч приводило 
к достоверному (р < 0,01) почти двукратному угнете-
нию селензависимой глутатионпероксидазной актив-
ности (рис. 5). Полученные результаты показывают, 
что селензависимая составляющая глутатионперо-
ксидазы более чувствительна к криоконсервированию 
ФЖ и последующему гипотермическому хранению.

Активность глутатион-s-трансферазы и глута-
тионредуктазы оказалась резистентной к процессу 
криоконсервирования и последующего гипотерми-
ческого хранения ФЖ, что видно из приводимой таб
лицы.

Даже хранение ФЖ в течение 48 ч после декон-
сервирования не приводило к достоверным изменени-

(р < 0,05) селеннезависимой активности на 25% по 
сравнению с контролем (рис. 4).

Из рис. 5 видно, что основной вклад в общую 
активность глутатионпероксидазы, выявляемую 
в ФЖ, вносит ее селензависимая изоформа, которая 
в нативном образце составляла 139,4±16,7 нмоль/мл. 
Селензависимая глутатионпероксидаза оказалась 
более чувствительной к криоконсервированию и по-
следующему гипотермическому хранению по сравне-
нию с общей и селеннезависимой глутатионперокси
дазой.

Вместе с тем увеличение срока гипотермического 
хранения до 24 ч приводило к снижению активности 
фермента на 22,5%. Однако высокая вариабельность 
результатов в эти сроки хранения позволила выявить 

Рис. 3. Селензависимая глутатионпероксидазная 
активность в ФЖ при разных сроках хранения

Рис 5. Селеннезависимая глутатионпероксидазная 
активность в ФЖ при разных сроках хранения

Рис 4. Общая глутатионпероксидазная активность в ФЖ 
при разных сроках хранения

Рис 2. Содержание карбонильных производных белка в ФЖ 
при разных сроках гипотермического хранения

*

*



В.И. Грищенко… Состояние свободнорадикального окисления…

89

ям активности ферментов по сравнению с контроль-
ными образцами.

Полученные данные свидетельствуют о том, что 
ФЖ яичника человека характеризуется достаточ-
но мощными антиоксидантными системами. В связи 
с этим общим свойством всех исследованных показа-
телей свободнорадикального окисления является их 
устойчивость к криоконсервированию, включающе-
му быстрое замораживание, хранение в жидком азоте 
ФЖ в течение длительного срока (до 6 мес) и быст
рый отогрев, а также к последующему 12-часовому 
гипотермическому хранению в условиях бытового 
холодильника (+8°С). Последующее гипотермическое 
хранение позволило выявить различную устойчивость 
ферментов антиоксидантной защиты. Так, если актив-
ность глутатион-s-трансферазы и глутатионредукта-
зы не изменялась в течение всего срока наблюдения, 
то активность глутатионпероксидазы снижалась. При 
этом снижение общей активности глутатионперокси-
дазы в большей степени связано с угнетением ее се-
лензависимой формы.

При анализе полученных результатов обращает на 
себя внимание обратная корреляция в динамике ги-
потермического хранения между содержанием ТБК-

активных продуктов и карбонильных производных 
белков, с одной стороны, и активностью селензависи-
мой глутатионпероксидазы — с другой. Это позволяет 
предположить, что причиной активации нефермента-
тивной антиоксидантной системы является угнетение 
глутатионпероксидазы через 24 ч и особенно через 
48 ч гипотермического хранения.

Таким образом, результаты проведенного иссле-
дования свидетельствуют о том, что ФЖ можно крио-
консервировать и хранить длительное время (не менее 
6 мес) при температурах жидкого азота, а затем в усло-
виях бытового холодильника (+8°С) по крайней мере 
в течение 12 ч без существенных изменений в состоя-
нии свободнорадикального окисления липидов и бел-
ков, а также активности ферментов антиоксидантной 
защиты.

Полученные данные представляют интерес для 
познания механизмов действия низких температур 
на биологически активные жидкости, а также могут 
иметь большое значение для репродуктологии, по-
скольку добавление в питательную среду существен-
но повышает эффективность выделения из спермы 
фракции быстрых гамет для внутриматочной инсеми-
нации.
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The state of free-radical oxidation of  the human ovary follicular fluid after a 
prolonged cryopreservation

V.I. Grischenko, E.A. Yakovleva, A.Yu. Petrenko, Yu.V. Nikitchenko

S u m m a r y

The intensity of peroxidation processes and activity of a number of antioxidant enzymes was studied in the 
follicular fluid of human ovaries after 6 months of cryopreservation followed by storage in the conditions of 
a domestic refrigerator. The possibility to store it in these conditions for at least 12 hours without consider-
able changes in the state of free-radical oxidation of lipids and proteins as well as antioxidant system enzyme 
activity is shown.


