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В статье представлены данные изучения воздействия растворов высококонцентри-

рованных криопротекторов на эмбрионы млекопитающих, полученных методом in vitro. 
Установлено, что наибольшими протекторными свойствами обладает 30%-ный рас-

твор этиленгликоля. При его использовании сохранность зародышей после их оттаива-
ния находилась на максимально высоком уровне среди всех исследуемых криопротекто-
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ров – 88,2 %, что на 5,8, 17,6 и 8,2 п.п. больше по сравнению с 30%-ным раствором гли-
церина, 20%-ным раствором диметилсульфоксида и 10%-ным раствором 1,2-
пропандиола соответственно. При использовании 30%-ного раствора этиленгликоля 
установлен максимальный уровень дробления эмбриоматериала после его оттаивания и 
культивирования в инкубаторе – 80,0%, что на 1,4-5,0 п.п. выше среди всех исследуемых 
криофилактиков. 
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The paper presents data of study of effects of highly concentrated cryoprotector solutions 

on mammalian embryos obtained in vitro. 
The 30% solution of ethylene glycol was determined to have the greatest protective prop-

erties. When using this solution, the safety of embryos after thawing is at the highest level 
among all the cryoprotectors studied – 88.2%, which is 5.8, 17.6 and 8.2 percentage points 
over compared with 30% solution of glycerol, 20% solution of dimethylsulfoxide and 10% so-
lution of 1,2-propanediol, respectively. When using the 30% solution of ethylene glycol, the 
maximum level of embryo material cleavage after thawing and cultivation in incubator is 
80.0%, which is 1.4-5.0 pp higher among all the studied cryophilactics. 
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Введение. На эффективность эмбриотрансплантации у крупного 

рогатого скота влияет ряд факторов [1]. В то же время применение 
технологии прижизненной аспирации ооцитов позволяет каждые две 
недели использования коровы-донора получать до 9-10 яйцеклеток от 
одной процедуры извлечения, дальнейшее культивирование которых в 
условиях in vitro приводит к получению 1-2 пригодных бластоцист. По 
причине недостаточного количества или качества предоставляемых 
тёлок-реципиентов необходимо проводить криоконсервацию эмбрио-
материала с хранением в жидком азоте и оттаиванием при наличии 
пригодных реципиентов. До настоящего времени остаётся открытым 
вопрос о том, насколько устойчив эмбрион к переохлаждению и что 
приводит к потере его биополноценности. Причинами могут быть: ле-
тальные изменения в клетке, которые невозможно установить морфо-
логически под микроскопом; условия получения эмбриоматериала; 
выбор используемого криопротектора и его концентрация; способ 
насыщения и удаления; режим охлаждения и многие другие [2].  

В то же время полученные в условиях in vitro зародыши в случае 
витрификации обеспечивают более высокую приживляемость по срав-
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нению с традиционной криоконсервацией. Витрификация позволяет 
сократить длительность цикла криоконсервирования и свести к мини-
муму изменения объёма клеток на этапах замораживания и оттаива-
ния. Традиционно при витрификации применяются этиленгликоль 
(ЭГ) [3, 4, 5, 6], глицерин, диметилсульфоксид (ДМСО) и 1,2-
пропандиол [7, 8, 9, 10, 11, 12]. Способ сверхбыстрого охлаждения (со 
скоростью ≈15 000 °С/мин) при использовании высоких концентраций 
криопротекторов (обеспечивающих осмоляльность 1000-2000 
мОсм/кг) и чрезвычайно малых объёмов образцов (0,5-5,0 мкл) исклю-
чает образование кристаллов льда, что сводит к минимуму поврежде-
ния клеток. 

В работе следует учитывать такие параметры, как концентрации 
криопротектора и непроникающей добавки, продолжительность экспо-
зиции в среде замораживания, условия добавления и удаления крио-
протектора. Не менее важно иметь такие качества препаратов, как от-
носительная безвредность и экономическая доступность [13]. Вместе с 
тем, для оптимизации различных этапов быстрого замораживания ран-
них эмбрионов млекопитающих необходимо учитывать, что эмбрионы 
разных стадий деления (дробления) обладают различной устойчиво-
стью к отдельным этапам цикла криоконсервирования [4]. 

В соответствии с этим возникает необходимость в изучении воз-
действия растворов высококонцентрированных криопротекторов на 
эмбрионы млекопитающих, полученных методом in vitro. 

Материал и методика исследований. Изучение воздействия рас-
творов высококонцентрированных криопротекторов на эмбрионы мле-
копитающих, полученных методом in vitro, и криоконсервации прово-
дились в лаборатории воспроизводства, трансплантации эмбрионов и 
трансгенеза животных РУП «Научно-практический центр Националь-
ной академии наук Беларуси по животноводству», ГП «ЖодиноАгро-
ПлемЭлита» Смолевичского района, КСУП «Племенной завод Красная 
Звезда» Клецкого района, СПК «Агрокомбинат Снов» Несвижского 
района Минской области, ГП «Племзавод Кореличи» Гродненской об-
ласти, п/х «Литвиново» Кобринского района Брестской области. 

Неотъемлемой частью изучения влияния различных криофилакти-
ков на сохранность и жизнеспособность зародышей, полученных in 
vitro, является процесс их отбора у доноров. Животные асперирова-
лись один раз в две недели. Все манипуляции с яйцеклетками прово-
дили в среде Hepes+KSOM, которая готовилась на фосфатном буфере. 
Для длительного культивирования использовали среду KSOM, необ-
ходимый уровень pH в которой обеспечивается с помощью бикарбона-
та натрия и наличия в воздушной среде 5% углекислого газа. 

В первой серии экспериментов исследовали влияние различных 
концентраций этиленгликоля на сохранность и жизнеспособность 2-4-
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клеточных эмбрионов мышей и коров при их низкотемпературном 
консервировании. Клетки после предварительной эквилибрации в 
10%-ном растворе этиленгликоля в течение 5 минут переносили в сре-
ду для витрификации с содержанием 10-, 20- и 30%-ного раствора эти-
ленгликоля + 0,7М сахарозы для каждой из групп. Затем исследовали 
влияние различных концентраций глицерина на сохранность и жизне-
способность 2-4-клеточных эмбрионов при их низкотемпературном 
консервировании. Зародыши после предварительной эквилибрации в 
10%-ном растворе глицерина в течение 5 минут переносили в среду 
для витрификации с содержанием 10-, 20- и 30%-ного раствора глице-
рина + 0,7М сахарозы для каждой из групп. Далее клетки после пред-
варительной эквилибрации в 10%-ном растворе диметилсульфоксида 
(ДМСО) в течение 5 минут перенесли в среду для витрификации с со-
держанием 10-, 20- и 30%-ного раствора ДМСО + 0,7М сахарозы для 
каждой из групп. 

На заключительном этапе изучали влияние различных концентра-
ций 1,2-пропандиола на сохранность и жизнеспособность 2-4-
клеточных эмбрионов при их низкотемпературном консервировании. 
Зародыши после предварительной эквилибрации в 10%-ном 1,2-
пропандиоле в течение 5 минут перенесли в среду для витрификации с 
содержанием 5-, 10- и 15%-ного 1,2-пропандиола + 0,7М сахарозы для 
каждой из групп.  

Эмбрионы подопытных групп выдерживали в среде для витрифи-
кации и затем заправляли в заранее подготовленные пластиковые со-
ломинки диаметром 2 мм, содержащие 5 мкл среды витрификации, ко-
торые быстро погружали в жидкий азот. Во всех опытах соломинки 
оттаивали на водяной бане. Для удаления криопротектора эмбрионы, 
извлечённые из соломинок, переносили в раствор сахарозы с концен-
трацией 0,5 М, выдерживали в нём 10 мин и затем трижды отмывали 
физиологической средой при комнатной температуре. Сохранность де-
консервированных зародышей оценивали по морфологическим при-
знакам: целостности бластомеров и прозрачности их цитоплазмы. 
Жизнеспособность эмбрионов оценивали по их способности дробиться 
in vitro при культивировании в СО2-инкубаторе. 

Результаты эксперимента и их обсуждение. Эффективность ис-
пользования раствора этиленгликоля различных концентраций при 
витрификации эмбрионов мышей и крупного рогатого скота приведена 
в таблице 1. Представленные в таблице данные показывают, что при-
менение в качестве криопротектора 30%-ного раствора этиленгликоля 
(ЭГ) совместно с 0,7М сахарозой позволяет в наибольшей степени 
(среди исследуемых разведений ЭГ) обеспечить сохранность эмбрио-
материала после его оттаивания – 88,2 %, что на 21,5 п. п. выше по 
сравнению со II опытной группой (P<0,1). После культивирования 
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жизнеспособного материала максимальный уровень дробления клеток 
был отмечен в III опытной группе – 80,0 %, что на 13,3 (P<0,1) и 63,3 
п. п. (P<0,01) выше по сравнению со II и I группами эмбрионов. Кроме 
этого установлено, что сохранность исследуемого заморожено-
оттаянного биоматериала, а также уровень его дробления достоверно 
не различались между зародышами мышей и крупного рогатого скота. 

 
Таблица 1 – Эффективность использования этиленгликоля при витрификации 
эмбрионов млекопитающих 

Показатели Группы эмбрионов 
I II III 

Заморожено эмбрионов всего, n 16 18 17 
из них эмбрионов мышей, n/% 8/100 9/100 9/100 
из них эмбрионов коров, n/% 8/100 9/100 8/100 
Оттаяно эмбрионов всего, n 16 18 17 
из них эмбрионов мышей, n/% 8/100 9/100 9/100 
из них эмбрионов коров, n/% 8/100 9/100 8/100 
Сохранность после оттаива-
ния, n/% 6/37,5±12,1 12/66,7±11,1* 15/88,2±8,3** 
из них эмбрионов мышей, n/% 3/37,5 6/66,7 8/88,9 
из них эмбрионов коров, n/% 3/37,5 6/66,7 7/87,5 
Уровень дробления, n/% 1/16,7±15,2 8/66,7±13,6* 12/80,0±10,3** 
из них эмбрионов мышей, n/% 1/33,3 4/66,7 7/87,5 
из них эмбрионов коров, n/% 0 4/66,7 5/71,4 

Примечание: здесь и далее: *P<0,1; **P<0,01. 
 
Данные эффективности использования раствора глицерина различ-

ных концентраций при витрификации эмбрионов мышей и крупного 
рогатого скота приведены в таблице 2.  

Результаты указывают на то, что применение в качестве криоза-
щитной среды для витрификации зародышей млекопитающих 30%-
ного раствора глицерина совместно с 0,7М сахарозой позволяет в 
наибольшей степени (среди исследуемых разведений глицерина) обес-
печить сохранность эмбриоматериала после его разморозки – 82,4 %, 
что на 13,6 п. п. (P<0,1) выше по сравнению со II опытной группой и 
на 42,4 п. п. (P<0,01) выше по сравнению с I. 

После культивирования эмбриоматериала млекопитающих макси-
мальный уровень дробления клеток был отмечен в III опытной группе 
– 78,6 %. Это на 24,1 (P<0,1) и 61,9 п.п. (P<0,01) выше по сравнению со 
II и I группами эмбрионов соответственно.  

Используемая для витрификации зародышей концентрация глице-
рина (30 %) обладает наибольшими протекторными свойствами среди 
исследуемых разведений данного криофилактика и обеспечивает вы-
сокую сохранность и жизнеспособность эмбриоматериала. 
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Таблица 2 – Эффективность использования глицерина при витрификации эм-
брионов млекопитающих 

Показатели Группы эмбрионов 
I II III 

Заморожено эмбрионов всего, n 15 16 17 
из них эмбрионов мышей, n/% 8/100 8/100 9/100 
из них эмбрионов коров, n/% 7/100 8/100 8/100 
Оттаяно эмбрионов всего, n 15 16 17 
из них эмбрионов мышей, n/% 8/100 8/100 9/100 
из них эмбрионов коров, n/% 7/100 8/100 8/100 
Сохранность после оттаива-
ния, n/% 6/40,0±12,6 11/68,8±11,6* 14/82,4±9,2** 
из них эмбрионов мышей, n/% 4/50,0 6/75,0 7/77,8 
из них эмбрионов коров, n/% 2/28,6 5/62,5 7/87,5 
Уровень дробления, n/% 1/16,7±15,2 6/54,5±15,0* 11/78,6±11,0** 
из них эмбрионов мышей, n/% 1/25,0 4/66,7 6/85,7 
из них эмбрионов коров, n/% 0 2/40,0 5/71,4 

 
Данные эффективности использования раствора ДМСО различных 

концентраций при витрификации эмбрионов мышей и крупного рога-
того скота приведены в таблице 3.  

 
Таблица 3 – Эффективность использования диметилсульфоксида при витри-
фикации эмбрионов млекопитающих 

Показатели Группы эмбрионов 
I II III 

Заморожено эмбрионов всего, n 15 17 17 
из них эмбрионов мышей, n/% 8/100 9/100 9/100 
из них эмбрионов коров, n/% 7/100 8/100 8/100 
Оттаяно эмбрионов всего, n 15 17 17 
из них эмбрионов мышей, n/% 8/100 9/100 9/100 
из них эмбрионов коров, n/% 7/100 8/100 8/100 
Сохранность после оттаива-
ния, n/% 6/40,0±12,6 12/70,6±11,0* 7/41,2±11,9 
из них эмбрионов мышей, n/% 3/37,5 6/66,7 4/44,4 
из них эмбрионов коров, n/% 3/42,9 6/75,0 3/37,5 
Уровень дробления, n/% 1/16,7±15,2 9/75,0±12,5** 2/28,7±17,1 
из них эмбрионов мышей, n/% 0 5/83,3 1/25,0 
из них эмбрионов коров, n/% 1/33,3 4/66,7 1/33,3 

 
Применение в качестве криопротектора 20%-ного раствора диме-

тилсульфоксида совместно с 0,7М сахарозой позволяет в наибольшей 
степени (среди исследуемых разведений ДМСО) обеспечить сохран-
ность эмбриоматериала после его оттаивания – 70,6 %, что на 29,4 п. п. 
выше по сравнению с III опытной группой.  
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Низкая концентрация криопротектора в витрифицируемом растворе 
в совокупности со сверхбыстрой скоростью охлаждения и непродол-
жительным периодом эквилибрации привела к снижению уровня при-
годных к трансплантации клеток до 40,0 % (P<0,1) по сравнению со II 
группой исследуемого эмбриоматериала. 

После культивирования деконсервированного жизнеспособного 
эмбриоматериала максимальный уровень дробления клеток отмечен во 
II опытной группе – в среднем 75,0 %, что на 46,3 и 58,3 п. п. (P<0,01) 
выше по сравнению с III и I группами. Таким образом, применяемый 
для витрификации зародышей 20%-ный раствор ДМСО обладает 
наибольшими протекторными свойствами среди всех исследуемых его 
разведений и обеспечивает максимальную сохранность и жизнеспо-
собность витрифицируемых эмбрионов.  

Данные эффективности использования раствора 1,2-пропандиола 
различных концентраций при витрификации эмбрионов мышей и 
крупного рогатого скота приведены в таблице 4. 

 
Таблица 4 – Эффективность использования 1,2-пропандиола при витрифика-
ции эмбрионов млекопитающих 

Показатели Группы эмбрионов 
I II III 

Заморожено эмбрионов всего, n 13 15 17 
из них эмбрионов мышей, n/% 7/100 8/100 9/100 
из них эмбрионов коров, n/% 6/100 7/100 8/100 
Оттаяно эмбрионов всего, n 13 15 17 
из них эмбрионов мышей, n/% 7/100 8/100 9/100 
из них эмбрионов коров, n/% 6/100 7/100 8/100 
Сохранность после оттаива-
ния, n/% 5/38,5±13,5 12/80,0±10,3* 8/47,1±12,1 
из них эмбрионов мышей, n/% 3/42,9 6/75,0 4/44,4 
из них эмбрионов коров, n/% 2/33,3 6/85,7 4/50,0 
Уровень дробления, n/% 1/20,0±17,9 9/75,0±12,5* 3/37,5±17,1 
из них эмбрионов мышей, n/% 1/33,3 5/83,3 2/50,0 
из них эмбрионов коров, n/% 0 4/66,7 1/25,0 

 
Данные таблицы указывают, что применение в качестве криопро-

тектора 10%-го раствора 1,2-пропандиола совместно с 0,7М сахарозой 
позволяет в наибольшей степени (среди испытуемых разведений 1,2-
пропандиола) обеспечить сохранность эмбриоматериала после его от-
таивания – 80,0%, что на 32,9 п.п. выше по сравнению с III опытной 
группой. 

Максимальный уровень дробления клеток был отмечен во II опыт-
ной группе эмбрионов, для витрификации которых использовали 10%-
й раствор 1,2-пропандиола – 75,0 %, что на 37,5 и 55,0 п. п. выше по 
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сравнению с III и I (P<0,1) группами эмбрионов соответственно. Мож-
но заключить, что 10%-ное разведение исследуемого криофилактика 
обеспечивает высокую сохранность эмбриоматериала и его жизнеспо-
собность. 

Результаты эффективности применения оптимальных концентра-
ций различных криопротекторов при витрификации эмбрионов млеко-
питающих представлены в таблице 5.  

 
Таблица 5 – Сравнительная эффективность оптимальных концентраций раз-
личных криопротекторов при витрификации зародышей млекопитающих 

Показатели 

Группы эмбрионов 
эти-

ленгли-
коль 

глице-
рин 

ДМСО 1,2-
про-

пандиол 
Заморожено эмбрионов, n/% 17/100 17/100 17/100 15/100 
Оттаяно эмбрионов, n/% 17/100 17/100 17/100 15/100 
Сохранность после оттаивания, 
n/% 15/88,2 14/82,4 12/70,6 12/80,0 
Уровень дробления, n/% 12/80,0 11/78,6 9/75,0 9/75,0 

 
Результаты указывают на то, что наибольшими протекторными 

свойствами обладает 30%-ный раствор этиленгликоля: сохранность за-
родышей после их оттаивания находилась на максимально высоком 
уровне среди всех исследуемых криофилактиков – 88,2 %, что на 5,8, 
17,6 и 8,2 п. п. больше по сравнению с 30%-ным раствором глицерина, 
20%-ным раствором диметилсульфоксида и 10%-ным раствором 1,2-
пропандиола соответственно. При использовании 30%-ного раствора 
этиленгликоля установлен также максимальный уровень дробления 
эмбриоматериала после его оттаивания – 80,0 %, что на 1,4-5,0 п. п. 
выше среди всех исследуемых криофилактиков. 

Заключение. Определены оптимальные концентрации растворов 
высококонцентрированных криопротекторов (этиленгликоля, глице-
рина, диметилсульфоксида и 1,2-пропандиола) при витрификации за-
родышей млекопитающих.  

Наибольшими протекторными свойствами обладает 30%-ный рас-
твор этиленгликоля: 

− сохранность зародышей после их оттаивания характеризуется 
максимально высоким значением среди всех исследуемых криопротек-
торов – 88,2 %, что на 5,8, 17,6 и 8,2 п. п. больше по сравнению с 30%-
ным раствором глицерина, 20%-ным раствором диметилсульфоксида и 
10%-ным раствором 1,2-пропандиола соответственно; 

− установлен максимальный уровень дробления эмбриоматериала 
после его оттаивания и культивирования в инкубаторе – 80,0 %, что на 
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1,4-5,0 п. п. выше среди всех указанных растворов высококонцентри-
рованных криофилактиков.  
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