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РЕЗЮМЕ
Введение. Известно, что противоопухолевый препарат доксорубицин (Докс) является репротоксикантом, оказываю-
щим негативное влияние на репродуктивную функцию у млекопитающих. В мужском организме доксорубицин приво-
дит к существенным нарушениям клеток семенников, индуцируя повреждения ДНК, образование двунитевых разры-
вов, поперечных сшивок, свободных радикалов. 
Цель настоящей работы – изучение влияния доксорубицина на развитие клеток сперматогенного эпителия in vitro. 
Материал и методы. Исследование проводили на первичной культуре сперматогенного эпителия мыши. Цитоток-
сическое действие доксорубицина изучали в концентрациях 0,25; 0,05 и 0,005 мкг/мл. Степень цитотоксичности и 
жизнеспособности клеток оценивали по их морфологическому состоянию, повреждению ДНК, изменению числа живых 
клеток в культуре в течение 40 суток. 
Результаты. Через 24 часа после воздействия Докс отмечали дозозависимое статистически значимое снижение 
жизнеспособности клеток во всех исследуемых образцах, при этом максимальный эффект – уменьшение числен-
ности живых клеток до 50% – отмечен при действии препарата в концентрации 0,25 мкг/мл, уменьшение до 13% –  
при 0,05 мкг/мл. Снижение жизнеспособности клеток сохранялось на последующих этапах культивирования, что 
определяло характер монослоя, а также изменения морфологии клеток Сертоли. 
Ограничения исследования. Полученные результаты относятся к объекту исследования, который представляет собой 
гетерогенную клеточную культуру.
Заключение. В ходе экспериментальной работы все исследуемые концентрации доксорубицина оказывали цитоток-
сическое действие на соматические и сперматогенные клетки. Наиболее губительными для клеток сперматогенного 
эпителия in vitro были концентрации доксорубицина 0,25 и 0,05, которые приводили к гибели в первые сутки и вызывали 
повреждения ДНК уже после четырёх часов воздействия. Выявлены характерные особенности патоморфологических 
изменений в клетках Сертоли. Воздействие Докс даже в малых концентрациях приводит к нарушению формирования 
фидерного слоя.

Ключевые слова: доксорубицин; цитотоксичность; клетки сперматогенного эпителия; культивирование; двунитевые 
разрывы
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ABSTRACT
Introduction. It is known that the antitumor drug doxorubicin (Dox) is a reprotoxicant that has a negative effect on reproductive 
function in mammals. In the male body, doxorubicin leads to significant damage to testicular cells, inducing DNA damage, the 
formation of double-stranded breaks, crosslinking, and free radicals.
The purpose of this work was to examine the effect of doxorubicin on the development of spermatogenic epithelial cells in vitro.
Material and methods. The study was performed on the primary culture of mouse spermatogenic epithelium. The cytotoxic effect 
of doxorubicin was studied at concentrations of 0.25, 0.05, and 0.005 μg/mL. The degree of cytotoxicity and viability of cells was 
assessed by their morphological state, DNA damage, and the dynamics of the number of living cells in culture for 40 days. 
Results. 24 hours after exposure to Dox, a dose-dependent statistically significant decrease in cell viability was observed in all 
the studied samples, with the maximum effect – a decrease in the number of live cells to 50% – observed at a concentration 
of 0.25 μg/mL, and a decrease to 13% at a concentration of 0.05 μg/ml. The decrease in cell viability persisted in subsequent 
stages of cultivation, which determined the nature of the monolayer, as well as changes in the morphology of the Sertoli cells. 
Limitations. The obtained results refer to a heterogeneous cell culture as the object of research.
Conclusion. During the experimental work, all the studied concentrations of doxorubicin showed a cytotoxic effect on somatic and 
spermatogenic cells. The most harmful concentrations of doxorubicin for spermatogenic epithelial cells in vitro were 0.25 and 0.05, 
which led to the cell death within 24 hours and caused DNA damage after four hours of exposure. The study revealed characteristic 
features of pathomorphological changes in Sertoli cells. Even at low concentrations, doxorubicin can disrupt the formation of the 
feeder layer.
Keywords: doxorubicin; cytotoxicity; spermatogenic epithelial cells; cultivation; double-strand breaks
Compliance with ethical standards. The study was approved by the Bioethics Commission of the Research Institute of General 
Prophylaxis and Epidemiology of the Federal Medical and Biological Agency of Russia (Minutes No. 2 dated March 28, 2023).
The animals were removed from the experiment in accordance with GOST 33215-2014 and in accordance with the European 
Convention for the Protection of Vertebrate Animals Used for Experimental and Other Scientific Purposes (ETS N 123), Directive 
2010/63/EC of the European Parliament and of the Council of 22 September 2010 on the Protection of Animals Used for Scientific 
Purposes.
For citation: Golubentseva Yu.V., Popov V.B., Radilov A.S. Cytotoxic effect of doxorubicin on spermatogenic epithelial cells in vitro. 
Toksikologicheskij vestnik / Toxicological Review. 2026; 34(3): 161–168. https://doi.org/10.47470/0869-7922-2026-34-3-161-168  
https://elibrary.ru/lqfiko (in Russian)
For correspondence: Yulia V. Golubentseva, e-mail: yul9olub@yandex.ru 
Authors’ contribution: Golubentseva Yu.V. – study concept and design, data collection and processing, statistical analysis, text writing; Popov V.B. – 
text writing, editing; Radilov A.S. – writing and editing. All co-authors are responsible for approving the final version of the article and ensuring 
the integrity of all parts of the article. 
Conflict of interest. The authors declare that they have no apparent or potential conflicts of interest related to the publication of this article.
Funding. The study had no sponsorship.
Received: 28 апреля 2026 /Revised: 12 мая 2026 / Accepted: / Published: 2026 

Введение 

Сперматогенез представляет собой динамич-
ный процесс созревания и развития мужских 
половых клеток и занимает центральное место 
в функционировании мужской репродуктивной 
системы. Одна из распространённых причин 
мужского бесплодия – патологические измене-
ния и нарушения, индуцированные в различные 
периоды мужского гаметогенеза химическими, 
физическими, биологическими факторами. В ли-
тературе имеется множество данных о влиянии на 
мужскую репродуктивную функцию таких хими-

ческих соединений, как метоксихлор, 2,3,7,8-те-
трахлордибензо-диоксин, винклозолин, нитро-
зометилмочевина, бусульфан, доксорубицин 
(Докс) и др. [1–4]. Воздействие некоторых ток-
сических веществ во время эмбриогенеза и пре-
натального периода приводит к многочисленным 
токсическим эффектам в ходе онтогенетического 
развития у взрослых животных, проявляющим-
ся атрофией семенных канальцев, снижением 
численности клеток Сертоли и сперматозоидов, 
вследствие чего развиваются патологические со-
стояния суб- и инфертильности [2–5]. Показано, 
что нитрозометилмочевина и дипин приводят к 
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ки влияния ксенобиотиков на клетки спермато-
генного эпителия in vivo и in vitro. Параллельно 
такие модели позволят разработать условия ис-
пользования пула донорских ССК, их оптималь-
ный состав для восстановления герминативного 
эпителия. Для изучения характера повреждений 
и восстановительного потенциала собственно 
клеток сперматогенного эпителия значительную 
ценность приобретают исследования поведения 
и реакций половых и соматических клеток в экс-
периментах in vitro с репротоксикантами.

Цель настоящей работы – изучить влияние 
доксорубицина на развитие клеток сперматоген-
ного эпителия in vitro.

Материал и методы
Характеристика животных. В эксперимен-

тах использовали семенники мышей 7–8-го дней 
после рождения (д.п.р.), полученных от скрещи-
вания половозрелых самок и самцов гибридов 
CBA×C57Bl/6. Всего в работе были использова-
ны 63 неонатальных самца. Половозрелых самок 
и самцов мышей-гибридов CBA×С57BL/6F1 по-
лучали из Питомника лабораторных животных 
«Пущино» (г. Пущино, Московская область). Для 
получения датированной беременности подса-
живали двух самок к одному самцу; день обна-
ружения вагинальной пробки считали первым 
днём беременности. На 7–8-й дни после рожде-
ния проводили эвтаназию неонатальных самцов 
методом цервикальной дислокации. Содержание 
и кормление лабораторных животных прово-
дили в соответствии с ГОСТ 33215–2014 «Руко-
водство по содержанию и уходу за лабораторны-
ми животными» (2016 г.). Выведение животных 
из эксперимента осуществляли согласно ГОСТ 
33215–2014. Исследование одобрено комиссией 
по биоэтике ФГУП «НИИ ГПЭЧ» ФМБА России 
(протокол № 2 от 28.03.2023 г.).

Культивирование in vitro сперматогенных кле-
ток мыши. Выделение клеток семенника про-
водили в соответствии с методиками [12, 13] в 
модификации. После эвтаназии животных в сте-
рильных условиях извлекали семенники, поме-
щали в раствор Хэнкса («Биолот», Россия), со-
держащий 1% смеси антибиотиков (пенициллин 
100 ед/мл, стрептомицин 10 мг/мл, «Биолот», 
Россия), декапсулировали и промывали в фос-
фатно-солевом буфере («Биолот», Россия). После 
снятия оболочки семенники нескольких мышей 
обрабатывали раствором ферментов – 0,7 мг/мл 
коллагеназы IV типа (Sigma, США), 0,125% трип-
син-ЭДТА, 1 мкг/мл ДНКаза (при температуре 

нарушению сперматогенеза у половозрелых мы-
шей при воздействии на самок в период бере-
менности, действуя на незрелые клетки Сертоли 
и гоноциты, уменьшая пул недифференциро-
ванных сперматогониальных стволовых клеток 
(ССК), долю пахитеновых сперматоцитов, спер-
матид и приводя к увеличению доли аномальных 
форм сперматозоидов [3, 6]. Воздействие хими-
ческих веществ на ранних постнатальных этапах 
созревания и развития гамет может вызывать 
нарушения регуляции и поддержания пула ССК 
семенника, связанные с подавлением экспрессии 
белков, участвующих в самообновлении и под-
держании стволового состояния ССК (ZBTB16 
(PLZF), OCT4, NANOG), нарушения процессов 
дифференциации сперматогоний (SOX3), ин-
гибирование других клеточных процессов. Так, 
индуцированные нарушения сперматогенеза на 
этапе созревания дифференцированных спер-
матогоний могут быть обусловлены нарушением 
функции белка, кодируемого геном STRA8, не-
обходимого для запуска мейоза и способствую-
щего нормальному созреванию сперматозоидов. 
У взрослых самцов мышей с мутацией, приводя-
щей к прекращению синтеза транскрипционного 
фактора, кодируемого Stra8, в гонадах не образу-
ются сперматозоиды, семенные канальцы запол-
няются сперматогониями типа А, мыши стано-
вятся бесплодными [7, 8]. При блокировке или 
недостаточной функции ядерного фактора – мо-
дулятора цАМФ-зависимых чувствительных эле-
ментов (CREM) – происходит остановка сперма-
тогенеза на стадии круглых сперматид. Известно, 
что цитотоксический препарат Докс, используе-
мый при химиотерапии, индуцирует оксидатив-
ный стресс в сперматогониях крыс и в клеточных 
линиях незрелых клеток Сертоли. Препарат при-
водит к повреждениям ДНК, образованию дву-
нитевых разрывов, аддуктов, поперечных сши-
вок [9, 10]. S.K. Sah и соавт. показали, что Докс 
при однократном введении в дозе 10 мг/кг через 
14 и 56 суток приводит к уменьшению числа кле-
ток базального слоя сперматогенного эпителия, 
способствует их вакуолизации, а у взрослых крыс 
приводит к уменьшению количества сперматозо-
идов [11].

Поскольку механизмы гаметотоксических эф-
фектов изучены недостаточно, разработка экспе-
риментальных моделей сперматогенеза является 
актуальной задачей для последующего их исполь-
зования в токсикологических исследованиях и, 
что очень важно, развитию исследований по кор-
рекции индуцированного бесплодия. С помощью 
таких моделей могут быть решены задачи оцен-
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плюс 37 °C в течение ~10 мин). Затем дозатором 
механически пипетировали семенники до полу-
чения клеточной суспензии, добавляли до 10%-ю 
фетальную сыворотку плодов коровы (ФСПК), 
(«Биолот», Россия) и центрифугировали (7 мин, 
1000 об/мин). Клеточный осадок ресуспенди-
ровали дозатором в ростовой среде и высевали в 
чашки Петри (60 мм), покрытые 0,1%-м раство-
ром желатина (4,5 ∙ 104 кл/см2). В качестве ос-
новной ростовой среды использовали DMEM с 
высоким содержанием глюкозы (4,5 мг/л) («Био-
лот», Россия) с добавлением 20% ФСПК, 1% 
смеси антибиотиков («Биолот», Россия), добав-
ки Глутамакс (Gibco, США) и заменимых ами-
нокислот MEM NEAA (Gibco, США) в соответ-
ствии с рекомендациями. Для культивирования и 
дифференцировки сперматогоний использовали 
такую же ростовую среду, но с пониженным со-
держанием ФСПК (5%) и добавлением основных 
ростовых факторов и добавок: Vitamins MEM, 
EGF, bFGF, GDNF, bovine pituitary extract, те-
стостерон (Gibco, Sigma, США). Среду заменяли 
каждые 3–4 дня. Культивирование проводили 
при температуре плюс 37 °С и газовой фазе 5% 
СО2 в воздухе.

Для получения постоянных препаратов клетки 
выращивали на культуральных стёклах, покры-
тых 0,1%-м раствором желатина, и культивирова-
ли в тех же условиях.

Оценка прямого действия доксорубицина на со-
зревание и развитие клеток сперматогенного эпи-
телия in vitro. Выбор изучаемых концентраций 
обусловлен, прежде всего, соответствием их ре-
альному содержанию в крови животных при од-
нократном введении Докс в дозе 20 мг/кг с учётом 
экспоненциального убывания концентрации от 
0,25 до 0,05 мкг/мл в крови в течение 6–24 ч [14, 
15]. Доксорубицин (Sandoz, Словения) добавляли 
в культуральную среду до конечных концентра-
ций 0,25; 0,05 и 0,005 мкг/мл и инкубировали в 
течение 24 часов. После воздействия клетки про-
мывали фосфатным буфером и продолжали куль-
тивировать описанным выше способом. Забор 
материала для анализа проводили на 1-е, 6-е, 9-е, 
12-е, 16-е, 24-е и 40-е сутки культивирования.

Подсчёт числа живых и погибших клеток в куль-
туре. Количественную оценку клеток в культуре 
проводили на каждом сроке фиксации в двух по-
вторах с использованием камеры Горяева и све-
тового микроскопа. Жизнеспособность клеток 
определяли окрашиванием 0,4%-м трипановым 
синим, анализировали не менее 300 клеток.

Морфологическую оценку живых клеток спер-
матогенного эпителия мыши проводили с ис-

пользованием фазово-контрастного микроскопа 
EclipseTi-S (Nicon, Япония) в определённые ис-
следованием сроки.

Оценку повреждения ДНК (двойные разрывы) 
в клетках сперматогенного эпителия проводили с 
использованием антител к биомаркёру γН2АХ че-
рез четыре часа после воздействия доксорубици-
ном. Клетки, выращенные на культуральных стё-
клах, дважды промывали фосфатным буфером и 
фиксировали в течение 15 минут 4%-м раствором 
формалина, затем 5 минут в охлаждённом 70%-м 
этаноле. В качестве положительного контроля на 
двойные разрывы ДНК клетки культивировали 
в присутствии перекиси водорода до конечной 
концентрации 1 мМ при прочих равных услови-
ях. Иммунофлуоресцентный анализ клеток про-
водили с применением первичных мышиных мо-
ноклональных антител против γН2АХ (Millipore, 
США, 1 : 100; 1,5 ч при температуре плюс 37 °С).  
В качестве вторых антител использовали конъ-
югат Goat Anti-mouse IgG Alexa Fluor-488 
(Molecular Probes, США, 1 : 500; 1 ч при темпе-
ратуре плюс 37 °С). Промывали препараты рас-
твором PBS в течение 15 минут. Далее препарат 
монтировали с 10 мкл монтирующей жидко-
сти Vectoshild, содержащей контрастирующий 
ДНК-связывающий краситель DAPI, для выяв-
ления клеточных ядер. Окрашенные препараты 
анализировали на флуоресцентном микроскопе 
Zeiss Imager A2 (Германия) с использованием 
фильтров DAPI, Green, при общем увеличении 
×400. В каждом препарате анализировали не ме-
нее 300 клеток. 

Статистический анализ. Для каждой иссле-
дуемой концентрации препарата в ходе экспери-
мента выполняли не менее трёх независимых по-
второв. В качестве контроля использовали чашки 
с клеточной культурой, в которые не добавляли 
Докс. Статистическую обработку результатов 
проводили с использованием программного обе-
спечения GraphPad Prism и MS Excel. С учётом 
небольшого объёма выборок использовали не-
параметрические критерии. Для сравнения двух 
групп использовали U-критерия Манна – Уит-
ни. Данные представлены в виде медианы (Ме) и 
квартилей (Q1, Q3). 

Результаты
Влияние доксорубицина на морфологию и рост 

клеток сперматогенного эпителия in vitro. Исход-
ное количество клеток до внесения препарата в 
питательную среду составило 106 кл/мл. Морфо-
логическую оценку клеток в культуре проводили 
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в динамике после воздействия Докс. В контроль-
ных образцах через сутки культивирования на-
блюдали клетки с чёткими границами, контраст-
ным ядром, гомогенной цитоплазмой (рис. 1,  
a, см. на вклейке). В ядрах клеток Сертоли ви-
зуализировали одно или несколько ядрышек. 
Половые клетки имели шарообразную форму, 
крупное ядро, окружённое узким ободком ци-
топлазмы, высокое ядерно-цитоплазматическое  
соотношение. Хроматин в ядрах выявлялся.  
В небольших количествах отмечали наличие дру-
гих соматических клеток семенника – клеток 
Лейдига и фибробластоподобных. Соматические 
клетки демонстрируют высокую способность 
к адгезии, прикрепляются к пластику и в даль-
нейшем формируют плотный фидерный слой на 
3–4-е сутки культивирования. Через сутки после 
внесения Докс в культуральную среду наблюда-
ли значительные изменения характера монос-
лоя клеток. Соматические клетки теряли свою 
адгезивную способность и не прикреплялись к 
пластику, между клетками образовывались боль-
шие пространства. В образцах после воздействия 
препарата в концентрациях 0,25 и 0,05 мкг/мл 
наблюдали утрату чётких границ клеток. В цито-
плазме клеток Сертоли, фибробластоподобных 
и половых клетках обнаружили появление ваку-
олей, клетки становились почти прозрачными 
(рис. 1, б, см. на вклейке). Наблюдали клетки с 
неровными границами, в цитоплазме некоторых 
клеток появлялась зернистость (рис. 1, в, см. на 
вклейке). Отмечали мутность клеток (нечёткость 
ядерной картины, размытость). Однако при ана-
лизе клеток культуры сперматогенного эпителия 
после воздействия самой низкой концентрацией 
(0,005 мкг/мл) в данной серии экспериментов че-
рез 24 ч выявляли лишь незначительные морфо-
логические изменения. Почти все клетки имели 
чёткие границы плазмолеммы и ядра. В единич-
ных клетках Сертоли наблюдали увеличенный 
объём и зернистость цитоплазмы.

Одним из основных признаков нормального 
развития и созревания культуры сперматоген-
ного эпителия является формирование плотного 
фидерного слоя клеток, состоящего преимуще-
ственно из клеток Сертоли и малого количества 
других соматических клеток семенника, на 3–4-е  
сутки культивирования (с.к.). При анализе об-
разцов клеток на 3–4-е сутки после воздействия 
(п.в.) ни в одном из экспериментов не образовал-
ся нормальный фидерный слой клеток. В образ-
цах после воздействия препарата в концентра-
циях 0,05 и 0,005 мкг/мл клетки Сертоли лежат 
неплотно, между ними есть пустые пространства. 

К 7-м суткам культивирования п.в. препаратом в 
концентрации 0,005 мкг/мл сформировался фи-
дерный слой, однако в клетках Сертоли наблю-
дали патологические изменения: множество ва-
куолей, увеличение объёма цитоплазмы, клетки с 
остовом цитоплазмы без ядер, со сморщенными 
ядрами или с увеличенным ядром. 

В образцах после воздействия Докс в концен-
трации 0,25 мкг/мл при наблюдении клеток на 
6-е с.к. в фазовом контрасте светового микро-
скопа отмечали резкое сокращение числа клеток 
Сертоли. Деструктивные нарушения в клетках 
продолжали нарастать, и к 9-м суткам культура 
погибла.

После воздействия препарата в концентрации 
0,05 мкг/мл на 4-е и 7-е с.к. также наблюдали 
аналогичные патологические изменения в клет-
ках Сертоли. Кроме того, наблюдали гигантские 
клетки Сертоли с большим ядром, исчерченной 
цитоплазмой, неровными границами и большим 
количество вакуолей (рис. 2, a, б, см. на вклейке). 

Девятые сутки культивирования при нормаль-
ном развитии характеризуются плотным монос-
лоем фидерных клеток и наличием дифферен-
цированных сперматогоний и прелептотенных 
сперматоцитов, объединённых в небольшие це-
почки клеток. В экспериментальных чашках по-
сле воздействия Докс в средней и минимальной 
концентрациях на 9-е с.к. также наблюдаются 
прелептотенные сперматоциты, но их значитель-
но меньше.

К 16-м суткам культивирования в культураль-
ных чашках без воздействия количество половых 
клеток увеличивается, отмечается большое ко-
личество мейотических клеток, объединённых в 
группы. После воздействия Докс в минимальной 
и средней концентрациях на 16-е с.к. наблюдали 
появление мейотических клеток, круглых спер-
матид, но в экспериментальных чашках после 
воздействия Докс в концентрации 0,05 мкг/мл 
состояние культуры было значительно хуже, со-
хранялись существенные повреждения клеток 
Сертоли.

На 24-е с.к. в контроле наблюдали активный 
сперматогенез с образованием постмейотических 
клеток – круглых, удлинённых сперматид и спер-
матозоидов; также присутствовали премейоти-
ческие и мейотические клетки, объединённые в 
колонии (рис. 3, a, б, см. на вклейке). В экспери-
ментальных чашках наблюдали наличие круглых, 
удлинённых сперматид, единичных сперматозо-
идов, но отмечали отсутствие колоний ССК п.в. 
Докс в концентрации 0,05 мкг/мл, в то время как 
при минимальной концентрации ещё присут-
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ствовали малые колонии половых клеток. К кон-
цу срока наблюдения (40-е с.к.) п.в. Докс в кон-
центрации 0,05 и 0,005 мкг/мл процесс образова-
ния сперматид и сперматозоидов затормозился в 
связи с полным угнетением ССК. В контрольных 
чашках процесс созревания и развития клеток 
наблюдали и в последующие дни – до 50–76-х су-
ток культивирования.

Оценка повреждения ДНК клеток с использо-
ванием биомаркёра γН2АХ. Двунитевые разрывы 
ДНК (ДР) часто наблюдаются после воздействия 
повреждающих факторов и являются реальной 
угрозой для стабильности генома, в том числе 
половых клеток. Основная мишень цитотокси-
ческих препаратов – пролиферирующие клетки 
семенника [16– 18], однако механизмы, посред-
ством которых происходит развитие тестикуляр-
ной токсичности при действии Докс, ещё мало 
изучены. Появление двунитевых разрывов при-
водит к фосфорилированию гистона Н2АХ по 
аминокислотным остаткам Сер136 и Сер139, обра-
зуется γН2АХ – фосфорилированный вариант 
гистона Н2АХ [19, 20]. Считается, что по уров-
ню фосфорилирования гистона γН2АХ (остатку 
Сер139) можно точно оценить общий уровень по-
вреждения ДНК в клетках [21, 22].

Иммунофлуоресцентный анализ для опреде-
ления двойных разрывов ДНК выявил, что через 
4 часа п.в. Докс доля повреждённых ядер увели-
чивается в зависимости от концентрации препа-
рата (см. таблицу). 

Оценка прямого действия доксорубицина на 
клетки сперматогенного эпителия in vitro. Для 
оценки цитоксичности препарата применяли 
метод, основанный на подсчёте количества кле-
ток в монослое [23]. Полученные данные пред-
ставлены на рис. 4. При оценке цитотоксично-
сти Докс выявили дозозависимое статистически 
значимое снижение общего количества клеток 
во все исследуемые сроки. Через сутки культи-
вирования в присутствии Докс 0,25 и 0,05 мкг/мл 
отмечали статистически значимое снижение ко-
личества клеток – на 50% и 13% соответственно  
(p = 0,0286, p = 0,0079 соответственно).

В последующие сроки культивирования на-
блюдали отдалённый цитотоксический эффект 
препарата. Так на 6–9-е сутки культивирования 
гибель клеток возрастала при всех исследуемых 
концентрациях. В образцах при воздействии 
Докс 0,25 мкг/мл к 9-м суткам общее количество 
клеток статистически значимо уменьшилось на 
87% (p = 0,0286) (см. рис. 4). 

Количество клеток (%) сперматогенного эпителия с двунитевыми разрывами ДНК после воздействия Докс  
in vitro по биомаркёру γН2АХ

The number of spermatogenic epithelial cells (%) with double-stranded DNA breaks after exposure to Dox in vitro  
by biomarker γН2АХ

Время воздействия
Exposure time

Контроль
Control

Перекись водорода
Hydrogen peroxide

1 мМ

Концентрация Докс, мкг/мл / Concentration of Dox, µg/ml

0,25 0,05 0,005

4 часа / hours 5,3 77 66 31,66 4,6
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Рис. 4. Динамика изменения количества клеток при культивировании в зависимости от концентрации Докс.  
По оси абсцисс – продолжительность культивирования, сутки. По оси ординат – количество клеток (% к контролю). 

Данные представлены в виде Me (Q1, Q3), значимые различия отмечены звёздочками, p ≤ 0,05.
Fig. 4. Dynamics of changes in the number of cells during cultivation depending on the concentration of Dox.  

On the axis of the abscissa is the duration of cultivation, day. The ordinate axis shows the number of cells (% of the control).  
The data is presented as Me (Q1, Q3), significant differences are marked with asterisks, p ≤ 0,05.
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Одновременно проводили оценку жизнеспо-
собности клеток на каждом экспериментальном 
сроке с помощью окрашивания витальным кра-
сителем трипановым синим. Во всех экспери-
ментах, независимо от концентрации Докс, вы-
явлено снижение жизнеспособности клеток че-
рез сутки после воздействия. При максимальной 
концентрации наблюдали гибель клеток до 9-х 
суток. После воздействия Докс в концентрациях 
0,05 и 0,005 мкг/мл общее число жизнеспособных 
клеток начинало увеличиваться после 12-х суток. 
(данные не приведены). Это было связано, пре-
жде всего, с началом мейотического процесса.  
К 16-м суткам наблюдали появление спермато-
цитов. Однако, как видно на рис. 4, в образцах 
клеток при воздействии Докс в концентрации  
0,05 мкг/мл процесс восстановления шёл значи-
тельно хуже: на 24-е сутки гибель клеток в культу-
ре достигала 81%, в то время как при концентра-
ции 0,005 мкг/мл этот показатель был менее 1%. 

Обсуждение
Доксорубицин вызывает дозозависимый эф-

фект при непосредственном воздействии на 
клетки сперматогенного эпителия в культуре. По 
морфологическим признакам установлено, что 
повреждения происходят как в сперматогенных, 
так и в соматических клетках. Выявлены харак-
терные особенности патоморфологических из-
менений в клетках Сертоли. Воздействие Докс 
даже в малых концентрациях приводит к нару-
шению формирования фидерного слоя, который 
образуется позднее, чем в контроле. Доксоруби-
цин в концентрации 0,005 мкг/мл демонстриру-
ет отдалённые цитотоксические эффекты. При 
таком воздействии сохранившиеся сперматого-
нии, по-видимому, вошедшие в дифференциров-
ку, оказались неспособными к её завершению и 
формированию сперматозоидов. Возможно так-
же, что воздействие Докс вызвало утрату способ-

ности клеток к самообновлению, что неизбежно 
должно было привести к невозможности запуска 
новой волны созревания ССК. Таким образом, 
на клетках сперматогенного эпителия in vitro по-
казаны дозозависимые эффекты Докс как для 
ССК, так и для соматических клеток.

С учётом особенностей созревания и развития 
гетерогенной популяции клеток сперматогенно-
го эпителия оценка воздействия доксорубици-
на должна проводиться практически в течение 
всего времени наблюдения с учётом отдалённых 
последствий цитотоксического воздействия, ко-
торые реализуются у последующих поколений 
клеток. Подобные изменения при воздействии 
на животных (человека) способны приводить к 
бесплодию. Проблемы и способы коррекции па-
тологических изменений с целью восстановления 
фертильности в настоящее время изучаются нами 
и будут представлены в следующих публикациях.

Ограничения исследования. Полученные резуль-
таты относятся к объекту исследования, кото-
рый представляет собой гетерогенную клеточную 
культуру.

Заключение
В ходе экспериментальной работы все иссле-

дуемые концентрации доксорубицина (0,25; 0,05 
и 0,005 мкг/мл) проявили цитотоксический эф-
фект на культуре клеток сперматогенного эпите-
лия. Наиболее губительными для клеток сперма-
тогенного эпителия in vitro были концентрации 
доксорубицина 0,25 и 0,05 мкг/мл, которые при-
водили к гибели клеток в первые сутки и вызы-
вали повреждения ДНК уже через четыре часа 
после воздействия. Воздействие Докс на культуру 
сперматогенного эпителия также вызывает до-
зозависимые повреждения клеток Сертоли, вы-
ражающиеся в их патологических изменениях.  
В результате наблюдается также зависимое от 
дозы снижение жизнеспособных клеток Сертоли.
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Рис. 1. Первичная культура сперматогенного эпителия, 1-е сутки после воздействия Докс, фазовый контраст:  
а – контроль, увеличение ×100; б – 0,25 мкг/мл, стрелками отмечены повреждённые клетки с вакуолями, звёздочками – 

почти прозрачные клетки Сертоли, увеличение ×100; в – 0,05 мкг/мл, , увеличение ×200; г – 0,005 мкг/мл, увеличение ×200.
Fig. 1. Primary culture of spermatogenic epithelium, 1 day after exposure to doxorubicin, phase contrast: a – control, ×100;  

б – 0.25 µg/mL, arrows indicate damaged cells with vacuoles, asterisks indicate Sertoli cells that are almost transparent, ×100;  
в – 0.05 µg/mL, ×200; г – 0.005 µg/mL, ×200.

а б

в г
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а б

а б

Рис. 3. Первичная культура сперматогенного эпителия; a – контроль, 24 с.к. В культуре присутствуют колонии ССК, 
сперматоциты, удлинённые сперматиды; b – после воздействия Докс в 0,005 мкг/мл (28-е с.к.). Повреждённый фидерный 
слой – отсутствие клеток в монослое, клетки Сертоли – увеличение объёма цитоплазмы, наличие гранул; присутствуют 

единичные сперматоциты и удлинённые сперматиды. Фазовый контраст, ×200.
Fig. 3. Primary culture of spermatogenic epithelium: a – control, 24 d; SSC colonies, spermatocytes, and elongated spermatids 

are present in the culture; б – after exposure to Dox of 0.005 µg/ml (28 d.). Damaged feeder layer – absence of cells in the 
monolayer, Sertoli cells – increase in cytoplasm volume, presence of granules; single spermatocytes and elongated spermatids 

are present. Phase contrast, ×200.

Рис. 2. Первичная культура сперматогенного эпителия, 7 с.к.: a – контроль; б – после воздействия Докс в 0,05 мкг/мл. 
Повреждённые клетки Сертоли – увеличение объёма цитоплазмы, наличие гранул, вакуолей. Фазовый контраст, ×200.

Fig. 2. Primary culture of spermatogenic epithelium: a – control, 7 d; б -after exposure to dox 0.05 µg/mL, 7 d. Damaged Sertoli 
cells- overgrown cytoplasm, cytoplasm with inclusions, vacuoles. Phase contrast, ×200.


