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Цель. Изучить уровень и редокс-статус никотинамидных коферментов фолликулярной жидкости у женщин репродук-

тивного возраста. 
Материал и методы. Исследование проведено на базе клиники ВРТ «Семья» г. Уфы. Обследовано 65 пациенток в воз-

расте от 23 до 50 лет (средний возраст 32,3±3,6 года). Основную группу составили 45 пациенток репродуктивного возраста 
из бесплодных супружеских пар. В группу сравнения вошли 20 фертильных женщин, обратившихся в ту же клинику для 
прохождения профилактического осмотра. Для измерения концентрации НАД+ в фолликулярной жидкости использовали 
колориметрический метод (NAD/NADH Cell-Based Assay Kit, Cayman Chemical) на 96-луночном планшетном анализаторе, 
измеряющем оптическую плотность при длине волны 450 нм. Для анализа использовали 100 мкл супернатанта фоллику-
лярной жидкости. Редокс-потенциал (соотношение НАД/НАДН) определяли с использованием тест-системы SigmaAldrich. 

Результаты исследования. При уровне НАД+ в интервале, равном 56-76 нмоль/мг белка фолликулярной жидкости, 
подтверждалась фертильность ооцитов. При концентрации НАД+ ниже этого диапазона диагностировали бесплодие. Разра-
ботанный способ рекомендуется применять для оценки женской фертильности в практической гинекологии и репродукто-
логии как эффективный метод прогнозирования развития женского бесплодия неясной этиологии. 

Заключение. Предложенный и апробированный во врачебной практике способ обеспечивает повышение точности, спе-
цифичности и упрощения диагностики женского бесплодия на основе оценки редокс-потенциала ооцитов посредством 
определения в них уровня НАД+. Данный способ позволяет выявить нарушения окислительно-восстановительных процес-
сов, в том числе сопряженных с различными формами патологии митоходрий, и процессов репарации ДНК, регуляции 
апоптоза и ранним старением яйцеклеток. 

Ключевые слова: женское бесплодие, фолликулярная жидкость, концентрация НАД+, редокс-потенциал. 
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LEVEL OF COENZYME NAD+ IN FOLLICULAR  
FLUIDAS A PREDICTOR OF FEMALE FERTILITY 

 
The work aims to study the level and redox status of nicotinamide coenzymes in follicular fluid in women of reproductive age in 

various age categories. 
Material and methods. The study was conducted on the basis of the ART clinic "Family" in Ufa. 65 patients aged 23 to 50 years 

were examined (average age 32.3±3.6). The main group consisted of 45 patients of reproductive age from infertile couples. The 
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comparison group included 20 fertile women who applied to the same clinic for a preventive examination. To measure the concen-
tration of NAD+ in follicular fluid, a colorimetric method (NAD/NADH Cell-Based Assay Kit, Cayman Chemical) was used on a 
96-well flatbed analyzer capable of measuring optical density at 450 nm. 100 µl of follicular fluid supernatant was used for analysis. 
The redox potential (NAD/NADH ratio) was determined using the SigmaAldrich test system. 

Results. At a NAD+ level in the range of 56-76 nmol/mg of follicular fluid protein, oocyte fertility was diagnosed. At concentrations 
NAD+ below this range, infertility is detected. The developed method is recommended to be used to assess female fertility in clinical gyne-
cology and reproductology as an effective additional method for predicting the development of female infertility of unclear etiology. 

Conclusion. The method provides an opportunity to increase the accuracy, specificity and simplify the diagnosis of infertility by 
evaluating the redox potential in oocytes by determining the level of NAD+, which makes it possible to identify violations of redox 
processes, including those associated with mitochondrial pathology, DNA repair, regulation of apoptosis and early aging of eggs. 

Key words: female infertility, follicular fluid, NAD+ concentration, redox potential. 
 
Несмотря на значительные достижения 

в области медицинских технологий, в насто-
ящее время не существует стратегии лечения, 
которая могла бы полностью компенсировать 
естественное снижение фертильности жен-
щины с увеличением ее возраста [1]. Репро-
дуктивная функция женщин начинает угасать 
в возрасте 32-35 лет и заканчивается истоще-
нием фолликулов в 51-53 лет, что приводит к 
прогрессирующему уменьшению яичников, 
их фолликулярного резерва, снижению коли-
чества и качества ооцитов [2]. Специальные 
исследования позволили установить, что у 
пациенток старше 40 лет при выполнении 
процедуры гиперстимуляции яичников отме-
чаются снижение количества ооцитов и низ-
кое качество полученного материала [3]. При 
использовании вспомогательных репродук-
тивных технологий (ВРТ) у женщин с беспло-
дием неясного генеза может наблюдаться сла-
бый или преувеличенный ответ, низкое каче-
ство яйцеклеток, синдром гиперстимуляции 
яичников, а также изменения в метаболоме 
фолликулярной жидкости. В свою очередь 
уменьшение количества фолликулов приводит 
к снижению качества и количества ооцитов, 
что способствует возрастному старению яич-
ников и развитию бесплодия. Сочетание 
позднего планирования рождения ребенка с 
факторами снижения рождаемости и увеличе-
нием возраста первородящих привело к росту 
числа и доли женщин старше 35 лет, обраща-
ющихся в клиники ВРТ. 

Митохондриальные дисфункции лежат 
в основе процесса старения яичников, так как 
митохондрии являются плацдармом много-
численных метаболических процессов в ре-
продуктивной системе [4]. Митохондрии при-
сутствуют в цитоплазме эукариотических 
клеток и генерируют большую часть клеточ-
ной энергии. Недостаточность митохондрий 
сопровождается изменением окислительно-
восстановительного баланса и нарушением 
процессов биохимической адаптации, пред-
располагая к тотальным метаболическим из-
менениям и клеточной патологии. Интактные 
митохондрии – это важнейшее условие раз-
множения млекопитающих, поскольку дис-

функция митохондрий лежит в основе суб-
фертильности и бесплодия [5,6].  

Исследования последних лет выявили, 
какова существенная роль принадлежит окис-
лительноу стрессу в фолликулярной жидкости 
как причинного фактора женского бесплодия. 
Показано также, что фолликулярная жидкость 
содержит активные формы кислорода (АФК), 
антиоксидантные ферменты и низкомолеку-
лярные неферментные антиоксиданты, кото-
рые необходимы для процесса овуляции. В 
физиологических условиях система антиокси-
дантной защиты регулирует выработку АФК 
и устраняет избыток свободных радикалов. 
Напротив, в результате неконтролируемого 
накопления АФК в тканях под влиянием раз-
личных факторов происходит повреждение 
митохондриальной ДНК (мтДНК) ооцитов, 
что способствует образованию мутаций и по-
лиморфизму [7].  

Митохондриальные дисфункции тесно 
сопряжены с метаболизмом и окислительно-
восстановительным статусом никотинамид-
ных коферментов (НАД+ и НАДН). НАД+ – 
важнейший компонент метаболических про-
цессов, необходимый для поддержания раз-
личных функций ооцитов, включая их рост, 
созревание, активацию и старение [8-11]. Зна-
чительные колебания уровня НАД+ непосред-
ственно связаны с нарушением регуляции ми-
тохондрий и энергетического гомеостаза. Од-
ним из актуальных вопросов в этой области яв-
ляется оценка значения изменений концентра-
ции НАД+ в фолликулярной жидкости у паци-
енток с возрастным нарушением фертильности. 
Это важно при разработке методов коррекции 
редокс-состояния никотинамидных кофермен-
тов при проведении процедуры ВРТ [12,13]. 

Цель исследования: определить опти-
мальный уровень кофермента НАД+ в фолли-
кулярной жидкости у женщин репродуктив-
ного возраста.  

Материал и методы  
В исследование включено 65 женщин в 

возрасте от 23 до 50 лет (средний возраст 
32,3±3,6 года), обратившихся в клинику ВРТ 
«Семья» г. Уфы. Основную группу составили 
45 пациенток репродуктивного возраста из 
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бесплодных супружеских пар. Все обследуе-
мые были осмотрены акушерами-
гинекологами и подписали форму информи-
рованного согласия. Процедуры клинического 
исследования были одобрены локальным эти-
ческим комитетом. Критериями включения 
женщин в основную (клиническую) группу 
являлись: возраст от 23 до 50 лет, наличие 
супруга или постоянного партнера, согласие 
на участие в исследовании, отсутствие детей, 
женское бесплодие (МКБ-10). Критерии ис-
ключения: эндометриоз, наличие бесплодия у 
партнера, алкогольная или наркотическая за-
висимость, участие в другом клиническом 
исследовании в последние 3 месяца. Пациент-
ки с бесплодием были разделены на три груп-
пы: 1-ая группа – 7 женщин в возрасте 23-20 
лет, 2-ая группа – 18 женщин в возрасте 31-40 
лет, 3-ая группа – 20 женщин 41-50 лет. В 
группу сравнения вошли 20 фертильных 
женщин, обратившиеся в клинику для про-
хождения профилактического осмотра. 

Взятие фолликулярной жидкости про-
водили с использованием влагалищного дат-
чика и специальной насадки для пункционной 
иглы. Пункцию фолликулов с применением 
трансвагинального 4D-датчика осуществляли 
под контролем ультразвукового аппарата 
«VolusonЕ8». Фолликулярную жидкость ас-
пирировали с помощью вакуум-отсоса под 
давлением 80 мм рт. ст. Фолликулярную жид-
кость вносили в стерильные разовые пробир-

ки с передачей врачу-эмбриологу для иденти-
фикации и выделения из нее ооцитов. Образ-
цы фолликулярной жидкости были замороже-
ны и хранились при температуре –70°C до 
процедуры исследования.  

Концентрацию НАД+ определяли мето-
дом иммуноферментного анализа (ИФА) 
(NAD/NADH Cell-Based Assay Kit, Cayman 
Chemical) в соответствии с инструкцией про-
изводителя. Фолликулярную жидкость инку-
бировали при температуре 37°С, центрифуги-
ровали в течение 10-15 минут, надосадочную 
жидкость в объеме 100 мкл переносили в 96-
луночный планшет. После инкубации в тече-
ние 30 минут с солями тетразолия измеряли 
оптическую плотность образцов при длине 
волны 450 нм, после чего рассчитывали кон-
центрацию никотинамидадениндинуклеотида 
окисленного НАД+. Редокс-потенциал 
(НАД/НАДН) определяли с использованием 
тест-системы SigmaAldrich.  

Статистический анализ проводили в 
программе MS Excel 2003 SPSS 12.0. для 
Windows.  

Результаты и обсуждение 
Полученные результаты представлены в 

таблице. Пациентки основной группы были 
дополнительно разделены на 3 подгруппы в 
зависимости от возраста. В первую подгруппу 
вошли пациентки в возрасте 23-30 лет (7 чел.), 
во вторую – в возрасте 31-40 лет (18 чел.) и в 
третью – в возрасте от 41 до 50 лет (20 чел.).  

 
Таблица 

Концентрация НАД+ и соотношение [НАД+]/[НАДН] в фолликулярной жидкости  
обследованных женщин различного возраста (M±m) 

Показатель Фертильные женщины 
(n=20) 

Женщины из бесплодных пар (n=45) 
23-30 лет (n=7) 31-40 лет(n=18) 41-50 лет(n=20) 

Концентрация НАД+, 
нмоль/мг белка 70,57±3,11 49,86±5,17* 34,37±6,28* 28,45±5,18* 

НАДН, нмоль/мг белка 198±28 402±25* 600±26* 890±30* 
НАД+/НАДН 4001±34 2884±25* 1280±19* 1159±15* 

* р<0,05 по сравнению с контрольной группой. 
 

Уровень НАД+ в фолликулярной жид-
кости снижался статистически значимо (на 
30-60%) в различных возрастных группах 
бесплодных пациенток по сравнению с фер-
тильными женщинами. Напротив, концентра-
ция НАДН статистически значимо возрастала 
пропорционально возрасту пациенток. Так, в 
группе женщин старше 40 лет этот показатель 
увеличивался более чем в 4 раза.  

У фертильных женщин выявили суще-
ственно более высокие значения коэффициен-
та НАД+/НАДН. В группах бесплодных паци-
енток обнаружено падение величины этого 
показателя на 29 - 67% относительно группы 
сравнения. Как видно из таблицы, наибольшее 
уменьшение коэффициента НАД+/НАДН в 

фолликулярной жидкости отмечалось в треть-
ей возрастной группе женщин старше 40 лет.  

По литературным данным дефицит 
окисленной формы НАД и снижение редокс-
потенциала никотинамидных коферментов 
влекут за собой целый ряд негативных послед-
ствий на уровне тканей, клеток и отдельных их 
компартментов [14]. Принимая во внимание 
результаты настоящего исследования, можно 
предположить, что низкий уровень НАД+ и 
значительные колебания окислительно-
восстановительного состояния фолликулярной 
жидкости сочетаются со снижением жизнеспо-
собности ооцитов. Это является следствием 
ингибирования процессов окислительного 
фосфорилирования, нарушения формирования 
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мейотического веретена и, как итог, – умень-
шения преимплантационного потенциала эм-
бриона, что завершается неудовлетворитель-
ными результатами процедуры ВРТ [15,16]. 

В отличие от большинства соматиче-
ских тканей, яйцеклетки млекопитающих не 
могут быть регенерированы резидентными 
стволовыми клетками-предшественниками. 
Пул яйцеклеток фиксируется во время внут-
риутробного развития и популяция яйцекле-
ток, не подвергаясь самообновлению. Это де-
лает их весьма уязвимыми к возрастным из-
менениям и аномалиям. Потеря фолликулов 
вместе со снижением качества и количества 
ооцитов, способствует возрастному старению 
яичников и вторичному развитию бесплодия. 
Несмотря на то, что основные механизмы уга-
сания функций яичников неизвестны, факти-
ческие данные настоящей работы свидетель-
ствуют о том, что данный процесс ассоцииро-
ван с низким уровнем НАД+, дисфункцией 
митохондрий, падением овариального резерва, 
сокращением количества и качества ооцитов.  

Нами установлено существенное паде-
ние концентрации НАД+ и изменение соотно-
шения НАД+/НАДН, что является важнейшим 

фактором старения яичников, сопряженным с 
бесплодием и препятствующим зачатию есте-
ственным путем или с помощью ВРТ. Благо-
даря значительным достижениям в понима-
нии функций митохондрий и их связи с бес-
плодием [5,17,18] в настоящее время появля-
ется возможность выявления этой формы па-
тологии на более ранней стадии, что необхо-
димо для оптимизации сроков начала и выбо-
ра конкретной методики ВРТ.  

Заключение 
Углубленное изучение различных ас-

пектов состояния системы никотинамидных 
коферментов и зависимого от них тканевого 
редокс-потенциала позволяет прицельно ана-
лизировать спектр метаболитов, участвующих 
в энергообеспечении и других ключевых про-
цессах в гаметах (ооцитах и сперматозоидах). 
Уровень НАД+ в фолликулярной жидкости 
является существенным основанием для за-
ключения о раннем старении ооцитов, ассо-
циированным с повторными неудачами про-
цедуры ЭКО. Учет этого факта будет способ-
ствовать совершенствованию методов диа-
гностики и лечения женского и мужского 
бесплодия [19-22]. 
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