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ВВЕДЕНИЕ

Холестерин – важный структурный компонент 
плазматической мембраны клеток млекопитающих 
[1]. Структурная формула молекулы холестерина 

представлена на рис. 1. Холестерин ориентируется 
в фосфолипидном бислое так, что его полярная 
гидроксильная группа обращена к водной фазе [2], 
а гидрофобное стероидное кольцо ориентировано 
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В результате сравнения четырех методов количественного анализа холестерина метод ферментативно-
колориметрической детекции предложен в качестве метода экспресс-анализа холестерина в мем- 
бранах сперматозоидов человека в условиях клинической лаборатории. Для сравнения были  
выбраны четыре физико-химических метода определения концентрации холестерина: фермен- 
тативно-колориметрической детекции, Либeрмана–Бурхарда, инфракрасной спектроскопии и 
высокоэффективной жидкостной хроматографии. Были получены следующие усредненные по 
выборкам концентрации холестерина: 1.0 ± 0.3, 1.32 ± 0.15, 5.1 ± 1.8 и 1.53 ± 0.18 нмоль/106 
клеток соответственно. Для оценки применимости метода были выбраны следующие критерии: 
количество материала для анализа, определяющееся количеством сперматозоидов в семенной 
жидкости единичного эякулята пациента или донора, количество этапов пробоподготовки, 
обусловливающее систематическую ошибку анализа, а также общее время анализа. Установлено, что 
метод инфракрасной спектроскопии требует использования не менее 20 мг клеточного образца, что 
нереализуемо для оценки холестерина в мембранах сперматозоидов у отдельно взятого пациента или 
донора. Методы Либeрмана–Бурхарда и высокоэффективной жидкостной хроматографии требуют 
многоэтапной пробоподготовки и использования агрессивных летучих реактивов. В свою очередь, 
метод ферментативно-колориметрической детекции оптимален для рассмотренных критериев, 
позволяет проводить экспресс-анализ холестерина у отдельно взятого пациента или донора и 
подходит для использования в пределах лаборатории экстракорпорального оплодотворения.
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параллельно остаткам жирных кислот [3–6]. В 
результате взаимодействия кольцевой системы 
холестерина с остатками жирных кислот соседних 
фосфолипидов степень упорядоченности бислоя 
возрастает, образуется жидкокристаллическая 
упорядоченная фаза Lo [7, 8]. В Lo-фазе липиды 
демонстрируют коэффициент латеральной диф- 
фузии, аналогичный измеренному в “жидких” 
фосфолипидных бислоях [9], в то же время пло- 
щадь, приходящаяся на один фосфолипид, умень- 
шается, а толщина липидного бислоя увеличи- 
вается [10–12], мембрана становится более кон- 
денсированной [13]. Это приводит к изменению 
проницаемости [14] и механических свойств мем- 
браны [15]. 

При низких концентрациях холестерина 
(<10 моль%) модельный бислой дипальмитоил- 
фосфатидилхолин/холестерин претерпевает фазо- 
вый переход гель–жидкий кристалл, как это наблю- 
дается для чистых липидных бислоев, а температура 
фазового перехода Tm незначительно сдвигается в 
сторону более высоких температур. При высоких 

концентрациях холестерина (>30 моль%) главный 
фазовый переход подавляется, в то время как при 
промежуточных концентрациях (10–30 моль%) 
в большинстве исследований сообщается о со- 
существовании двух фаз: неупорядоченной жидко- 
кристаллической Ld и упорядоченной жидко- 
кристаллической Lo (выше температуры фазового 
перехода) или твердокристаллической So и Lo 
(ниже температуры фазового перехода) [2, 3]. 

Помимо взаимодействия с фосфолипидами 
мембраны, холестерин также может модулировать 
свойства и функции мембранных белков [16–18]. 
Разнообразные интегральные мембранные белки, 
включая ионные каналы, мембранные рецепторы 
и ферменты, чувствительны к изменениям окру- 
жающего их липидного бислоя [19–22]. Неко- 
торые белки также напрямую связываются с 
холестерином, в результате чего происходит их 
активация или инактивация [23, 24]. Активность 
белков, регулируемых холестерином, вероятно, 
опосредована через стерол-чувствительные до- 
мены [25]. Нормальное функционирование белков, 
включенных в липидные рафты, также зависит 
от холестерина, поскольку он необходим для их 
формирования [26].

В мембранах сперматозоидов холестерин кроме 
всего прочего играет особую роль [27]. Изменение 
липидного состава мембраны сперматозоида, в 
частности отток холестерина, – это неотъемлемая 
часть процесса капацитации и последующей 
акросомальной реакции, необходимых сперма- 
тозоиду для оплодотворения яйцеклетки [28, 29].  
Отклонения концентрации холестерина от нормы  
могут свидетельствовать о снижении оплодотво- 
ряющего потенциала сперматозоидов [30].

Для определения концентрации холестерина в 
сперматозоидах человека в клинических условиях 
необходим метод, позволяющий проводить точное 
количественное определение холестерина в об- 
ласти его наномолярных концентраций. 

В данной работе было проведено сравнение 
четырех методов количественного определения 
холестерина с точки зрения практичности и эф- 
фективности их использования для оценки кон- 
центрации холестерина в мембранах сперма- 
тозоидов человека: метод ферментативно-колори- 
метрической детекции, метод Либeрмана–Бурхарда,  
инфракрасная (ИК) спектроскопия и высокоэф- 
фективная жидкостная хроматография. Цель дан- 
ной работы заключалась в выборе оптимального 

Рис. 1. Структура молекулы холестерина. Все четыре 
кольца стериновой группы находятся в транс-кон- 
формации, что делает молекулу холестерина плоской. 
Двойная связь между пятым и шестым атомами угле- 
родной цепи обеспечивает жесткость молекулы хо- 
лестерина [2]. Для формирования представления о 
трехмерной структуре холестерина важен тот факт, 
что OH-группа, две метильные группы и боковая 
цепь расположены на одной стороне кольцевого ске- 
лета (β-конфигурация) [1]. Гидроксильная группа в 
молекуле холестерина придает соединению амфи- 
фильный характер и вносит вклад в ориентацию 
молекулы холестерина в бислое.



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 51          № 1          2025

45МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ КОНЦЕНТРАЦИИ ХОЛЕСТЕРИНА

метода, позволяющего проводить экспресс-анализ  
содержания холестерина в мембранах спермато- 
зоидов человека в условиях лаборатории ЭКО. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Подготовка образцов для определения кон- 
центрации холестерина в мембранах спермато- 
зоидов. В данной работе для определения кон- 
центрации холестерина в мембранах сперма- 
тозоидов был использован 101 эякулят пациентов с 
нормозооспермией. Сперматозоиды были отмыты 
от семенной плазмы для последующего определе- 
ния холестерина одним из четырех методов: метод 
ферментативно-колориметрической детекции 
(ФКД) – 24 образца эякулята, ВЭЖХ – 14 образцов  
эякулята, метод Либермана–Бурхарда – 21 образец  
эякулята, ИК-спектроскопия – 42 образца эяку- 
лята. Метод ИК-спектроскопии потребовал объеди- 
нения нескольких эякулятов (~6) для определения 
концентрации холестерина в мембранах сперма- 
тозоидов, таким образом этим методом было про- 
анализировано 7 образцов.  

Определение концентрации холестерина в  
мембране сперматозоидов методом фермен- 
тативно-колориметрической детекции (ФКД). 
Методы ферментативного анализа обычно при- 
меняются для определения содержания холесте- 
рина в плазме крови. Протокол метода ФКД был  
доработан для определения концентрации хо- 
лестерина в мембранах сперматозоидов. Для  
определения концентрации холестерина в мем- 
бранах сперматозоидов экстракцию холестерина 
из мембран сперматозоидов проводили с ис- 
пользованием Triton X-100. 

В результате исследования эякулятов па- 
циентов было получено следующее среднее зна- 
чение концентрации холестерина в мембранах 
сперматозоидов:

СENZ = 1 ± 0.3 нмоль/млн.
К основным преимуществам ферментативных 

методов можно отнести отсутствие необходимости 
работы с агрессивными химическими реакти- 
вами и исключительную специфичность фер- 
ментов, значительно снижающую влияние на 
аналитическую реакцию сторонних компонентов. 
Это делает ферментативные методы хорошими 
кандидатами для использования в качестве 
рутинных в пределах лаборатории ЭКО.

Определение концентрации холестерина не- 
прямым методом Либермана–Бурхарда. Кон- 
центрацию холестерина определяли химическим 
непрямым (экстракционным) методом с экстрак- 
цией холестерина по методу Фолча с последующим 
фотометрическим определением продуктов реак- 
ции холестерина с реактивом Либермана–Бурхарда. 

С помощью данного метода был проана- 
лизирован 21 образец эякулята пациентов. Коли- 
чество холестерина в образце определяли по 
калибровочному графику. Для концентрации 
холестерина CLB было получено следующее 
усредненное по выборке значение: 

CLB = 1.32 ± 0.15 нмоль/млн.
Полученный результат соотносится с литера- 

турными источниками [31, 32]. Однако, несмотря 
на точность получаемых результатов, этот метод 
требует сложной пробоподготовки образцов с 
использованием агрессивных летучих реагентов: 
концентрированной серной кислоты, уксусного 
ангидрида, метанола и хлороформа. Данный 
метод не подходит в качестве рутинного метода 
определения концентрации холестерина в условиях 
клинической лаборатории, его можно использовать 
только в условиях специально оборудованной 
химической лаборатории, однако он может быть 
рекомендован в качестве референсного метода с 
целью калибровки и выявления ошибок других 
методов и тест-систем.

Определение концентрации холестерина 
методом ВЭЖХ. Молекула холестерина обладает 
выраженными гидрофобными свойствами, что 
делает возможным проведение количественного 
анализа с использованием обращенно-фазовой 
хроматографии. В данной работе была использована 
ВЭЖХ-установка с УФ-детектором. Количество 
холестерина в образцах определяли по площади 
пика при TR = 8.4 относительно калибровочного 
графика с известными концентрациями.

Массу холестерина в образце определяли по 
калибровочному графику, после чего рассчитывали 
среднюю концентрации холестерина по формуле:

,                      (1)

где CHPLC – концентрация холестерина в образце, 
нмоль/млн; mchol – масса холестерина в образце, 
мкг; Mchol – молярная масса холестерина, мкг/моль; 
Nsperm – количество сперматозоидов в образце, млн.
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 В результате анализа 14 образцов эякулятов 
пациентов получено следующее среднее значение 
концентрации холестерина в сперматозоидах че- 
ловека:

CHPLC = 1.53 ± 0.18 нмоль/млн.

Определение концентрации холестерина 
методом ИК-спектроскопии. Молекула холесте- 
рина содержит следующие фрагменты, которые  
могут быть идентифицированы в ИК-спектроско- 
пии: гидроксильную группу, двойную С=С-связь, 
а также СН2-группы в системе конденсированных 
циклических фрагментов. Наиболее селективна 
для определения количества холестерина полоса 
поглощения при 1646 см–1, соответствующая 
колебаниям двойной С=С-связи циклогексеновой 
группы. Для данного метода потребовались об- 
разцы, количество холестерина в которых зна- 
чительно превышало физиологические значения. 
Для каждого образца необходимо было пригото- 
вить ~20 мг осушенного осадка сперматозоидов, 
что соответствует сбору и обработке ~6 эякулятов. 
Даже при таком количестве образца полоса пог- 
лощения при 1646 см–1 слабо выражена. Среди 
наблюдаемых в ИК-спектре полос поглощения 
наибольшую интенсивность имеет полоса при 
2940 см–1, соответствующая возбуждению ко- 
лебаний СН2-групп в системе конденсированных 
циклических фрагментов, относительно которой 
были проведены дальнейшие расчеты.

Массу холестерина в образце определяли по 
калибровочному графику, после чего рассчитывали 
концентрацию холестерина в образце по формуле:

,                      (2)

где CIK – концентрация холестерина в образце, 
нмоль/млн; mchol – масса холестерина в образце, 
мг; Mchol – молярная масса холестерина, мг/моль; 
Nsperm – количество сперматозоидов в образце, млн.

С помощью данного метода было проанали- 
зировано семь образцов, получено следующее 
среднее значение для концентрации холестерина 
в сперматозоидах человека:

CIK =5.1 ± 1.8 нмоль/млн.
Полученный результат значительно превышает 

значения, представленные в литературных источ- 
никах [31, 32], и данные, полученные с использо- 
ванием других методов. Расхождение в резуль- 
татах в первую очередь вызвано нестрогой се- 
лективностью полосы поглощения при 2940 см–1,  
соответствующей возбуждению колебаний СН2- 
групп, которые присутствуют не только в холесте- 
рине, но и во всех липидах мембраны. 

Средние концентрации холестерина в мем- 
бранах сперматозоидов человека, полученные 
с использованием методов ФКД, Либермана–
Бурхарда, ВЭЖХ и ИК-спектроскопии, пред- 
ставлены в табл. 1.

Представленные данные свидетельствуют 
о том, что результаты, полученные методами 
Либермана–Бурхарда, ВЭЖХ и ферментативного 
анализа, коррелируют с литературными данными 
[31, 32]. Среднее значение концентрации холес- 
терина в сперматозоидах, полученное методом 
ФКД, ниже, чем значения, полученные с исполь- 
зованием метода Либермана–Бурхарда и ВЭЖХ. 
Это может быть обусловлено повышенной ус- 
тойчивостью липидных рафтов, в которых преиму- 
щественно находится холестерин в клеточных 
мембранах, к воздействию детергента и, как след- 
ствие, неполной экстракцией холестерина. Среднее 
значение концентрации холестерина в мембранах 
сперматозоидов, полученное с помощью ИК- 
спектроскопии, значительно превышает значения 
концентрации холестерина, полученные с по- 
мощью других методов, и значительно отличается 
от значений, представленных в литературных 
источниках.

Таблица 1. Средние концентрации холестерина (нмоль/млн) в сперматозоидах человека, полученные разными 
методами, и их сравнение с данными из литературных источников [31, 32]

Средняя концентрация холестерина, нмоль/млн

ВЭЖХ ферментативный  
анализ ИК-спектроскопия метод  

Либермана–Бурхарда
литературные  
данные [31]

литературные  
данные [32]

1.53 ± 0.18 1.0 ± 0.3 5.1 ± 1.8 1.32 ± 0.15 1.04 ± 0.12 1.2 ± 0.3
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы. Набор реагентов для определения 
холестерина Холестерин-ФКД (Агат, Россия); 
раствор Дюльбекко с кальцием и магнием (DPBS, 
ПанЭко, Россия); холестерин, уксусный ангидрид 
(Sigma, США); хлороформ (х.ч.), метанол (х.ч.), 
серная кислота (о.с.ч.) (Реахим, Россия); бромид 
калия для спектроскопии (Aladdin, Китай).

Образцы спермы. В данной работе был ис- 
пользован 101 эякулят пациентов с установленной 
нормозооспермией (по критериям ВОЗ). До вклю- 
чения в исследование у всех участников было 
получено письменное информированное согла- 
сие. Критериями включения в исследование были  
следующие показатели: концентрация спермато- 
зоидов в эякуляте – не менее 50 млн/мл; доля прог- 
рессивно подвижных сперматозоидов категорий  
a + b – не менее 32%; морфология – не менее 4% 
по Крюгеру; концентрация лейкоцитов в эяку- 
ляте – не более 0.1 млн/мл.

Подготовка образцов. К эякуляту добавляли 
раствор DPBS в соотношении 1 : 2 (v/v), центри- 
фугировали при 300 g в течение 10 мин, отбирали 
супернатант, осадок ресуспендировали в 2 мл  
DBPS и центрифугировали при 300 g в течение 10 
мин. Отбирали супернатант, осадок ресуспендиро- 
вали в 200–500 мкл DPBS, в зависимости от объема  
осадка, производили подсчет концентрации кле- 
ток в камере Маклера (подсчет производили не 
менее 5 раз в разных аликвотах, рассчитывали 
среднее значение концентрации сперматозоидов 
в образце). Далее определяли концентрацию хо- 
лестерина в образце c помощью одного из ниже- 
описанных методов.

Определение концентрации холестерина с 
помощью ферментативно-колориметрического 
метода. К 100 мкл суспензии клеток добавляли 
100 мкл 2%-ного раствора Triton X100 в DPBS, 
инкубировали в течение 1 ч при 37°С, после 
чего добавляли 2 мл ферментно-хромогенной 
смеси Холестерин ФКД (холестеролэстераза, 
холестеролоксидаза, пероксидаза, аминоанти- 
пирин, гидроксибензолсульфонат натрия, холат 
натрия, фосфатный буфер). Для приготовления 
калибровочной пробы к стандартному раствору 
холестерина (51.7 нмоль холестерина в пробе 
объемом 200 мкл) добавляли 2 мл ферментно-
хромогенной смеси. Образцы тщательно пере- 
мешивали на вортексе и инкубировали в течение 

25 мин при 25°С в темноте. По окончании инку- 
бации сперматозоиды осаждали посредством 
центрифугирования при 300 g в течение 10 мин.  
Супернатант отбирали для регистрации спектра 
поглощения на спектрофотометре ПЭ-5400УФ 
(ЭКРОСХИМ, Россия) в диапазоне длин волн 300–
700 нм с шагом 1 нм в кюветах с длиной оптичес- 
кого пути 10 мм. Расчет концентрации холестерина 
в анализируемом образце производили во фор- 
муле:

,                             (3)

где C – концентрация холестерина в исследуемом 
образце, нмоль/млн; E0 – оптическая плотность 
опытной пробы при длине волны 514 нм; EK – 
оптическая плотность калибровочной пробы при  
длине волны 514 нм; 51.7 – количество холестерина 
в калибровочной пробе, нмоль; n – количество 
сперматозоидов в образце, млн. 

Экстракция липидов методом Фолча. Экст- 
ракцию липидов проводили в соответствии с ме- 
тодом Фолча [33]. К 100 мкл суспензии клеток 
добавляли 4 мл раствора хлороформа-метанола 
(2 : 1, v/v) перемешивали на вортексе в течение  
5 мин; добавляли 750 мкл воды и центрифугиро- 
вали при 10 000 g в течение 15 мин при комнатной 
температуре; нижний органический слой, содер- 
жащий липиды, отбирали и повторяли процедуру 
экстракции (добавив 4.3 мл хлороформа 700 мкл 
метанола и 500 мкл воды, перемешивание 5 мин 
на вортексе; центрифугирование при 10 000 g в 
течение 15 мин); отбирали органический слой и 
объединяли с образцом, полученным на первом 
этапе; осушали пробы в ротационном испарителе 
Laborota-4000 (Heidolph, Германия).

Количественное определение холестерина по  
методу Либермана–Бурхарда. Высушенные 
экстракты липидов перерастворяли в 500 мкл реак- 
тива Либермана–Бурхарда (хлороформ/уксусный 
ангидрид/серная кислота 3 : 2 : 0.1, v/v/v). Для 
построения калибровочной кривой к серии 
стандартных растворов холестерина (20–200 нмоль 
холестерина в пробе объемом 10 мкл) добавляли 
500 мкл реактива Либермана–Бурхарда. Образцы 
инкубировали 20 мин при 25°С в темноте. Спектры 
поглощения регистрировали на спектрофото- 
метре ПЭ-5400УФ (ЭКРОСХИМ, Россия) в диапа- 
зоне длин волн 300–700 нм с шагом 1 нм в кюветах 
с длиной оптического пути 10 мм. Характерный 
спектр поглощения для реакции Либермана–
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Бурхарда имеет два максимума поглощения при 
410 и 650 нм. Для построения калибровочного 
графика и дальнейшего определения концентрации 
холестерина в образцах использовали значение 
оптической плотности при длине волны 650 нм. 

Метод высокоэффективной жидкостной хро- 
мотографии (ВЭЖХ). Высушенные экстракты ли- 
пидов перерастворяли в 500 мкл подвижной 
фазы (изопропанол/ацетонитрил/вода 60 : 30 : 10,  
v/v/v). Хроматографическое определение содер- 
жания холестерина проводили с помощью ВЭЖХ- 
системы 1100 (Agilent; США), используя колонку 
с обращенной фазой Zorbax XDB-C18 4.6 ×  
150 мм × 5 мкм (Agilent, США). Условия хромато- 
графического разделения: температура – 28°С, 
элюент А: изопропанол/ацетонитрил/вода (60 :  
30 : 10, v/v/v), скорость потока 1 мл/мин, спектро- 
фотометрический детектор DAD. Спектр поглоще- 
ния получали при длине волны 205 нм. На ко- 
лонку наносили 40 мкл образца. Общее время  
анализа составило 14 мин. Холестерин иденти- 
фицировали по времени удержания на колонке 
с помощью программного обеспечения Agilent 
(США). Для построения калибровочной кривой 
регистрировали хроматограммы для серии раст- 
воров холестерина (10–100 мкг в пробе изопро- 
панол/ацетонитрил/вода объемом 40 мкл). Калибро- 
вочный график был построен на основе площади 
пика спектра, который наблюдался при TR, равном 
8.4 мин, что соответствует времени удержания 
холестерина.

Метод ИК-спектроскопии. Полученный ранее  
после центрифугирования осадок клеток поме- 
щали в сушильный шкаф при 60°С на 48 ч до 
полного испарения жидкости. Подготовку проб 
для снятия ИК-спектров проводили методом взве- 
сей в бромиде калия. На аналитических весах 
взвешивали 200 мг предварительно растертого 
спектрально чистого бромида калия и помещали в 
фарфоровую чашку. Для формирования конечного 
образца использовали высушенные клетки не- 
скольких пациентов, которые объединяли до до- 
стижения общей массы образца ~20 мг. Вы- 
сушенные клетки тщательно растирали в той 
же фарфоровой чашке, содержимое чашки тща- 
тельно перемешивали, полностью переносили 
в пресс-форму и прессовали, в результате чего 
получали прозрачную или полупрозрачную таб- 
летку. Регистрировали ИК-спектр полученной таб- 

летки на спектрометре Specord M80 (Carl Zeiss, 
Германия) в диапазоне частот 400–4000 см–1.  
Для построения калибровочного кривой регистри- 
ровали ИК-спектры для серии навесок холестерина 
(1.1–4.7 мг холестерина в 200 мг бромида калия). 
Калибровочный график строили по высоте пика 
спектра на 2940 см–1.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведено сравнение четырех методов коли- 
чественного анализа холестерина в мембране спер- 
матозоидов человека. Было показано, что метод 
ИК-спектроскопии непригоден для определения 
концентрации холестерина в сперматозоидах 
отдельно взятого пациента или донора спермы, 
т.к. для данного метода требуется количество 
анализируемого материала, значительно превы- 
шающее объем одного эякулята. 

Методы Либермана–Бурхарда, ферментативно-
колориметрической детекции и ВЭЖХ показали 
схожие результаты, полученные средние значения 
концентрации холестерина совпадают в пределах 
погрешности. Вместе с тем методы Либермана–
Бурхарда и ВЭЖХ предполагают более сложную 
пробоподготовку и использование агрессивных 
реактивов для экстракции липидов, что также ис- 
ключает возможность их использования в качестве 
методов оценки концентрации холестерина в пре- 
делах лаборатории ЭКО, однако данные методы 
могут быть использованы в качестве референсных.

Метод ФКД имеет ряд значительных преи- 
муществ как рутинный лабораторный способ опре- 
деления концентрации холестерина в мембранах 
сперматозоидов по сравнению с методами 
Либермана–Бурхарда и ВЭЖХ. В первую очередь, 
это малая токсичность метода, а также меньшая 
стоимость реагентов и значительное уменьшение 
времени полного анализа: от пробоподготовки до 
получения конечного результата. 

Метод ФКД может быть рекомендован в ка- 
честве метода экспресс-анализа концентрации 
холестерина в мембранах сперматозоидов в 
условиях лаборатории ЭКО. 
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This study proposes a rapid method for the determination of cholesterol in human sperm membranes suit-
able for use in the clinical laboratory. Four physicochemical methods for the quantitative measurement of 
cholesterol were selected for comparison: the enzymatic cholesterol assay, the Liberman–Burkhardt method, 
the infrared spectroscopy and the high-performance liquid chromatography. The following cholesterol 
concentrations were obtained: 1.0 ± 0.3, 1.32 ± 0.15, 5.1 ± 1.8, and 1.53 ± 0.18 nmol/106 cells, respecti- 
vely. The following criteria of the applicability of the method were chosen: the amount of material to be 
analyzed, determined by the number of spermatozoa in the seminal fluid of a single ejaculate of a patient, 
the number of sample preparation steps that account for the systematic error of the analysis, and the total 
time of the analysis. The infrared spectroscopy method requires at least 20 mg of cellular sample, which is 
unrealizable for estimating cholesterol in sperm membranes of a single patient. The Liberman–Burkhardt 
and high-performance liquid chromatography methods require multi-step sample preparation and the use 
of aggressive volatile reagents. In turn, the enzymatic assay is optimal for the considered criteria, it allows 
rapid analysis of cholesterol in the sperm membrane of a single patient, and is suitable for use within the 
in vitro fertilization laboratory.

Keywords: cholesterol, sperm, membrane, chromatography, infrared spertroscopy, Lieberman–Burkhard 
reaction


