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В результате совместного проведения экспериментов получены новые знания о ме-

ханизмах криотолерантности ооцитов коров, на основе которых модернизирован способ 

получения эмбрионов из интраовариально витрифицированных гамет путѐм использова-

ния превентивной ВСВ-диагностики и введения в среду дозревания ооцитов 0,001 % вы-

сокодисперсного кремнезѐма. Сохранность деконсервированных ооцитов составила 

58,1-84,4 %, созревание – 44,4-60,0 % с выходом 7,1-18,2 % дробящихся зародышей, в 

том числе 5,5 % бластоцист.  
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As a result of joint experiments, new knowledge has been obtained on mechanisms of cry-

otolerance of cow oocytes, on the basis of which the method of obtaining embryos from intra-

ovary vitified gametes has been modernized by using preventive VSV-diagnostics and intro-

ducing 0.001 % of highly disperse silica into the oocyte ripening medium. The preservation of 

thawed oocytes made 58.1-84.4 %, maturation – 44.4-60.0 % with the yield of splitting embry-
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Введение. В настоящее время в животноводство многих стран мира 

активно внедряются клеточные репродуктивные технологии, основан-

ные на использовании донорских ооцитов млекопитающих, их созре-

вании и оплодотворении вне организма [1]. Созревшие in vitro клетки 

широко используются в клонировании в качестве клеток-реципиентов, 

а зиготы – для получения трансгенных животных, изучения механиз-

мов фолликуло- и эмбриогенеза, оогенеза и раннего развития млекопи-

тающих. Во многих лабораториях мира разработаны системы дозрева-

ния ооцитов из яичников животных и их оплодотворения вне организ-

ма, однако выход преимплантационных зародышей не превышает 40 % 

[2]. При этом результаты варьируют в довольно широких пределах, 

что связано с наличием ограниченного количества биологически пол-

ноценных ооцитов [3]. Одной из основных причин, сдерживающих 

масштабную реализацию возможностей технологии экстракорпораль-

ного оплодотворения ооцитов, являются условия хранение боинского 

материала постоянно выбывающих из технологического цикла высо-

копродуктивных животных.  

В связи с вышесказанным проведены совместные исследования 

РУП «Научно-практический центр Национальной академии наук Бела-

руси по животноводству» с ФГБНУ «Всесоюзный научно-

исследовательский институт генетики и разведения животных». Целью 

наших исследований явилось изучение криотолерантности ооцитов 

сельскохозяйственных животных после витрификации.  

Материал и методика исследований. Яичники получали на мясо-

комбинате, доставляли в лабораторию в растворе Хенкса. Выделение 

ооцитов проводили путѐм надрезания стенок фолликулов и рассечения 

тканей яичников стерильным лезвием безопасной бритвы в чашке 

Петри в солевом растворе с добавлением антибиотиков.  

Криотолерантность замороженно-оттаянных донорских ооцитов 

коров изучали после витрификации с использованием композиционно-

го криофилактика в два этапа (20 % этиленгликоль + 20 % ДМСО) в 

условиях созревания перед замораживанием в течение 20 и 24 часов и 

после оттаивания в течение 3, 7 и 27 часов и различного количества 

клеток в группах. В качестве базовой среды служила среда ТС-199. В 

сумме созревание деконсервированных ооцитов в условиях in vitro 

длилось 27 часов. Численность ооцитов в одной лунке в опытах соста-

вила: А – 1 ооцит, Б – 5 ооцитов, В – 10 ооцитов, Г – 20 ооцитов, Д – 

30 ооцитов. Культивирование проводили в 4-луночных планшетах в 

500 мкл среды. Оттаивали пайетты путѐм погружения на 10 сек в во-

дяную баню 38 °С после предварительной выдержки на воздухе 10 сек. 

Выведение криофилактиков проводили по схеме с использованием 0,5 

М сахарозы. Последующее дозревание замороженно-оттаянных ооци-
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тов, оплодотворение, оценку уровня дробления проводили по обще-

принятой методике, как и для свежеизвлеченных клеток [4]. Уровень 

сохранности деконсервированных ооцитов определяли по морфологи-

ческим характеристикам (целостность и деформация оболочки, повре-

ждение цитоскелета), созреванию до стадии метафаза II мейоза мето-

дом цитогенетического анализа и количеству дробящихся клеток.  

Изучена криорезистентность соматических клеток фолликула по 

деструктивным процессам (апоптоз, пикноз) при использовании раз-

личных моделей витрификации (интра- и экстраовариальная), а также 

самих ооцитов с помощью комплекса биомаркеров ядерно-

цитоплазматического созревания, показатели которых анализирова-

лись с помощью микроскопической техники последнего поколения 

(ФБГНУ ВНИИГРЖ, ЦКП «Хромас», г. Санкт-Петербург). Проведена 

модернизация среды дозревания ооцитов за счѐт использования     

0,001 % высокодисперсного кремнезѐма 

Результаты эксперимента и их обсуждение. В естественных 

условиях ооциты дозревают обособленно друг от друга в фолликулах. 

В период одного полового цикла у крупного рогатого скота созревает 

и овулирует, как правило, одна яйцеклетка. В технологии получения 

ранних эмбрионов вне организма созревание ооцитов проводят груп-

пами, и количество клеток в группах при культивировании играет не 

последнюю роль наряду с составом питательных сред и временем со-

зревания. 

Всего в серии опытов выделено 874 ооцита, из них заморожено ме-

тодом витрификации, девитрифицировано и поставлено на созревание 

и оплодотворение 587 клеток, 131 ооцит использован для проведения 

цитогенетических исследований. Результаты применения этиленгли-

коля + ДМСО отражены в таблице 1. Изучение влияния количества 

культивируемых ооцитов коров в определѐнном объѐме культураль-

ных сред и продолжительности их мейотического созревания вне ор-

ганизма до и после размораживания позволило установить определѐн-

ные различия между опытными группами по жизнеспособности гамет. 

Количество морфологически «нормальных» клеток, после разморажи-

вания имеющих неповрежденную прозрачную оболочку, гомогенную 

и мелкозернистую ооплазму в среднем по группам составило 60,8 % в 

опыте А, 76,5 % в опыте Б, 77,9 % – В, 74,9 % – Г и 66,3 % – в варианте 

Д. Следует отметить положительное влияние предварительного созре-

вания гамет вне организма на их сохранность после деконсервации. 

Так, инкубация в течение 24 часов перед замораживанием позволила 

получить в опытах А 70,6 %, Б, В и Г – 82,1-84,4 % морфологически 

«нормальных» ооцитов, пригодных к культивированию и оплодотво-

рению вне организма, а в опыте Д – 67,4 %. Созревание ооцитов перед  
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замораживанием в течение 20 часов способствовало сохранению мор-

фологических структур 68,8 % клеток опыта А, 75,8 % – Б, 80,6 % – В, 

78,8 % – Г, 72,2 % – Д. Целостность клеточных структур заморожен-

ных свежеизвлеченных ооцитов значительно снизилась после оттаива-

ния во всех опытах, их пригодность для ЭКО составила после декон-

сервации от 44,4 до 71,4 %. 

При созревании и оплодотворении одиночных ооцитов, как с пред-

варительным культивированием, так и его отсутствием, не получено 

дробящихся зародышей во всех трѐх вариантах опытов. Установлено, 

что увеличение количества клеток при культивировании в 500 мкл 

среды под слоем минерального масла до 5-20 единиц способствовало 

получению 5,1-18,2 % подробившихся клеток от общего количества 

поставленных на оплодотворение. Увеличение до 30 клеток в лунке 

вызвало снижение выхода оплодотворенных яйцеклеток и составило в 

среднем 3,5 %. Результаты исследований показали, что оптимальным 

является культивирование 20 клеток в 500 мкл среды ТС-199. Такое 

соотношение обеспечивает достаточное питание и метаболизм, спо-

собствующий поддержанию жизнеспособности ооцитов вне организма 

и криотолерантности при сверхнизких температурах с выходом до  

18,2 % дробящихся зародышей после оплодотворения. Одиночное 

культивирование, как и культивирование в небольших группах по 5 

или 10 клеток, а также нахождение 30 ооцитов в одной лунке в 500 мкл 

среды не обеспечивают создание комфортных условий для полноцен-

ного созревания и оплодотворения деконсервированных ооцитов 

крупного рогатого скота вне организма. 

Цитогенетический анализ подтвердил преимущество предвари-

тельного культивирования ооцитов коров перед замораживанием в те-

чение 24 часов по сравнению со свежеизвлечѐнными. По количеству 

клеток, пригодных для культивирования, полученных после оттаива-

ния и окончательного культивирования вне организма в течение 3 ча-

сов, стадии метафаза II достигли на 5,6-25,0 % больше ооцитов по 

сравнению с остальными опытами. В этих же экспериментах получено 

на 3,5-9,9 % больше дробящихся зародышей. Во всех вариантах опыта 

Д наметилась тенденция снижения изучаемых показателей: так, со-

хранность клеток после оттаивания составила 58,8-72,2 %, до стадии 

метафаза II созрело 30,0-41,6 % клеток. В опыте А уровень созревания 

ооцитов до стадии метафаза II составил 25,0-50,0 %, после совместно-

го инкубирования со спермиями дробящихся клеток не отмечено. Как 

отмечалось выше, из всех вариантов опыта наилучший результат по-

лучен в группе Г при культивировании в одной лунке 20 клеток, со-

хранность после оттаивания составила 58,1-84,4 %, стадии метафаза II 

достигло 44,4-60,0 % ооцитов, при уровне дробления 7,1-18,2 %. 
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Таким образом, предварительное культивирование ооцит-

кумулюсных комплексов коров в течение 24 часов в количестве 20 

штук на 500 мкл среды перед витрификацией в 20 % этиленгликоля + 

20 % ДМСО + 20 % фетальной сыворотки + ТС-199 повышает криоре-

зистентность гамет, что проявляется в сохранении их жизнеспособно-

сти после оттаивания на уровне 84,4 %, созревании до стадии метафаза 

II мейоза 60,0 % клеток с выходом 18,2 % дробящихся зародышей.  

На основании анализа показателей криорезистентности соматиче-

ских клеток фолликула (кумулюс) при использовании различных мо-

делей витрификации (интра- и экстраовариальная) выявлено, что де-

структивными процессами (апоптоз, пикноз) затронуты в большей 

степени кумулюсные клетки ооцитов коров, девитрифицированных 

интраовариально. Обнаружены видовые различия при использовании 

различных моделей витрификации ооцит-кумулюсных комплексов, 

выражающиеся в различиях показателей криорезистентности сомати-

ческих клеток овариальных фолликулов (степень экспансии кумулюса, 

уровень апоптозов, пикнозов), что позволяет сделать вывод о более 

высокой степени криорезистентности соматических клеток фолликула 

(кумулюса), Bos Taurus чем Sus Scrofa Domesticus в условиях предло-

женных нами методов витрификации и докультивирования девитри-

фицированных ооцитов. Не обнаружено достоверных различий в до-

стижении интра-овариальных и экстра-овариально витрифицирован-

ных ооцитов Bos Taurus после культивирования стадии метафазы II (49 

и 52 %). Напротив, вышеуказанный показатель отличался у ооцитов 

Sus Scrofa Domesticus (33 и 48 %, P<0,02). При оценке функциональ-

ной активности клеточных компартментов (митохондрий и структур-

ных элементов цитоскелета – актина) получены нижеследующие ре-

зультаты: уровень интенсивности флуоресценции MitoTracker Orange 

CMTMRos (маркера функциональной активности митохондрий) после 

завершения 24-часового культивирования в нативных ооцитах 

(475±14,3) Bos Taurus превышал таковой в девитрифицированных оо-

цитах вне зависимости от модели витрификации (экстра-овариальная – 

411±17,8, P < 0,05, интраовариальная – 198±10,5, P < 0,05, P < 0,001), 

обнаружены достоверные различия в интенсивности флуоресценции в 

зависимости от модели витрификации ооцитов (P < 0,001). При срав-

нительном анализе показателей функциональной активности митохон-

дрий в нативных и девитрифицированных интра-овариально или экс-

траовариально свиных ооцитах выявлено резкое снижение интенсив-

ности флуоресценции MitoTracker Orange в ооцитах, подвергшихся ин-

траовариальной витрификации по сравнению с нативными и девитри-

фицированными экстраовариально ооцитами (89,4 против 149,2 и 

161,0 P<0,01). В нативных ооцитах, завершивших фазу роста in vivо, 
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морфология липидов представлена гранулярной формой, трансформи-

рование липидных гранул в кластеры при культивировании следует 

расценивать как предиктор последующих деструктивных изменений в 

ооците. Выявлены достоверные различия в функциональной активного 

цитоскелета ооцитов исследованных видов животных в зависимости от 

модели витрификации, интенсивность флуоресценции родамин-

фаллоидина в ооцитах Sus Scrofa Domesticus и Bos Taurus, девитрифи-

цированных интраовариально была значительно ниже, чем в нативных 

и девитрифицированных экстраовариально ооцитах через 4 часа куль-

тивирования. Получены эмбрионы, в том числе и на стадии бластоци-

сты из интраовариально витрифицированных ооцитов Sus Scrofa 

Domesticus (21 и 5 %) и коров Bos Taurus (32 и 6 %) на основе модер-

низации среды дозревания ооцитов с использованием 0,001 % высоко-

дисперсного кремнезема.  

Заключение. Совместное выполнение проекта значительно интен-

сифицировало выполнение научных исследований за счѐт количества 

используемых в экспериментах животных, повысило информативность 

полученных данных в результате применения для оценки криорези-

стентности ооцитов комплекса биомаркеров ядерно-

цитоплазматического созревания. В результате совместного проведе-

ния эксперимента получены новые знания о механизмах криотоле-

рантности женских гамет крупного рогатого скота, на основе которых 

модернизирован способ получения эмбрионов коров из интраовари-

ально витрифицированных ооцитов путѐм использования превентив-

ной ВСВ-диагностики и введения в среду дозревания ооцитов 0,001 % 

высокодисперсного кремнезема. Выход эмбрионов составил 7,1-     

18,2 %. 
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