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В статье представлены результаты исследования жизнеспособности декон-

сервированных зародышей коз в зависимости от различных технологических 
режимов оттаивания, применяемых в технологии трансплантации мелкого ро-
гатого скота. Установлено, что применение двухступенчатого режима оттаива-
ния (последовательное нагревание пайетт на воздухе при температуре +20 °С в 
течение 10 секунд, а затем в водяной бане при +37 °С также 10 секунд) в отличие 
от одноступенчатого (оттаивание замороженных пайетт в водяной бане при тем-
пературе +37 °С в течение 10 секунд) позволяет увеличить число зародышей, 
сохранивших своё первоначальное отличное качество, на 19,3 п. п., 7,0 и 14,7 п. 
п., долю клеток отличного и хорошего качества – на 6,9 п. п., 6,8 и 11,4 п. п., 
выход пригодных к трансплантации эмбрионов – на 3,6 п. п., 6,5 и 19,3 п. п. при 
криоконсервации биоматериала коз в различных криопротекторах на основе 
глицерина, этиленгликоля и диметилсульфоксида соответственно. 
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The article presents the results of the study of the viability of depreserved goat 

embryos depending on different technological modes of thawing used in the technol-
ogy of transplantation of small ruminants. It has been established that the use of a two-
stage thawing mode (successive heating of the straws in air at a temperature of +20 
°C for 10 seconds, and then in a water bath at +37 °C also for 10 seconds), in contrast 
to a single-stage thawing mode (thawing of frozen straws in a water bath at +37 °С 
for 10 seconds), allows to increase the number of embryos that have retained their 
original excellent quality by 19.3 p.p., 7.0 and 14.7 p.p., the proportion of cells of 
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excellent and good quality - by 6.9 p.p., 6.8 and 11.4 p.p., the yield of embryos suitable 
for transplantation - by 3.6 p.p., 6.5 and 19.3 p.p. with cryopreservation of goat bio-
material in various cryoprotectants based on glycerol, ethylene glycol and dimethyl 
sulfoxide, respectively. 

Keywords: goat, viability, depreservation, embryo, cryoprotectant. 
 
Введение. При низкотемпературной консервации выбор режима за-

мораживания определяет подбор наиболее благоприятных для эмбрио-
нов режимов оттаивания. Медленное замораживание до -60-80 °С со-
провождается более полной дегидратацией клеток, что препятствует об-
разованию внутриклеточных кристаллов с последующим переходом 
биообъекта в твёрдое состояние. Данная методика охлаждения требует 
и медленного оттаивания со скоростью 4-12 °С/мин. Режим быстрого 
замораживания (до –35-40 °С со скоростью 0,3-0,6 °С/мин с последую-
щим переносом в жидкий азот) подразумевает высокие скорости оттаи-
вания (до 800 °C/мин). При таком методе замораживания полной дегид-
ратации клеточных структур не происходит, и оттаивание в водяной 
бане при 36-38 °С в течение нескольких секунд позволяет сохранять 
жизнеспособными до 90 % замораживаемых зародышей [1]. 

Ряд авторов в своих исследованиях предлагают использовать по-
этапное оттаивание зародышей: на воздухе в течение 3-5 секунд с целью 
снижения частоты сколов зоны пеллюцида с последующим помеще-
нием пайетт в водяную баню с температурой 37 °C на 25-30 секунд. Со-
блюдение данных условий при трансплантации заморожено-оттаянных 
эмбрионов, полученных in vivo, позволяет констатировать беремен-
ность у крупного рогатого скота на уровне 60-70 % [2], 65-75 % у овец 
[3] и 60-70 % у коз [4], а полученных in vitro – 40-50 % [5], 25-35 % [6] 
и 30-40 % [7] соответственно. 

A.M. Kose и T. Tekeli оттаивание зародышей осуществляли при ком-
натной температуре в течение 10 с, а затем в водяной бане при 30 °С в 
течение 20 с. По результатам исследования жизнеспособность эмбрио-
нов через 24 ч, 48 и 72 ч составила 51,3 %, 20,5 и 15,4 % для морул и 
64,5 %, 41,9 и 32,3 % для бластоцист, 78,6 %, 46,4 и 32,1 % для эмбрио-
нов отличного и 35,5 %, 17,8 и 17,8 % для зародышей хорошего качества 
соответственно [8]. 

R. Li и W.N. Cameron, применяя два способа оттаивания (быстрый – 
путём погружения соломинок в водяную баню при 35 °C примерно на 
30 с и медленный – перемещая пайетты из жидкого азота в программи-
руемое устройство, предварительно охлаждённое до -80 °C, с последу-
ющим нагревом до 5 °C при скорости 5 °C/мин), установили, что со-
хранность эмбрионов после деконсервации возрастала по мере увеличе-
ния их стадии развития. Все бластоцисты пережили замораживание 
независимо от того, какой криопротектор использовался при 
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охлаждении и какой способ оттаивания для разморозки, тогда как 22 
морулы, криоконсервированные в ДМСО, погибли, и только 12 из 63 
морул (19,0 %), замороженные в глицерине, выжили после быстрого от-
таивания [9]. 

В других исследованиях [10] жизнеспособность бластоцист крио-
консервированных с использованием глицерина, этиленгликоля и диме-
тилсульфоксида и быстрого метода оттаивания (погружения пайетт в 
водяную баню при 37 °С в течение 1 мин.), была значительно выше, чем 
морул (54,0 против 16,0 % (этиленгликоль), 41,0 против 9,0 % (диметил-
сульфоксид) и 9,0 против 2,0 % (глицерин) соответственно). 

В соответствии с этим возникает необходимость в изучении жизне-
способности деконсервированных зародышей коз в зависимости от раз-
личных технологических режимов оттаивания, применяемых в техноло-
гии трансплантации мелкого рогатого скота. 

Материал и методика исследований. Исследования проводились в 
лаборатории воспроизводства, трансплантации эмбрионов и трансге-
неза животных, на Биотехнологическом научно-экспериментальном 
производстве по трансгенезу животных РУП «Научно-практический 
центр Национальной академии наук Беларуси по животноводству». 
Объектом исследования служили эмбрионы на стадии развития морула-
бластоциста, отличного и хорошего качества, полученные от клиниче-
ски здоровых половозрелых трансгенных коз-доноров (несущие в ге-
номе конструкцию ДНК (rhLf5 длиной 35013 bр, содержащая копию ге-
номной последовательности лактоферрина человека под контролем 
бета-казеинового промотора коз, повтор из двух инсуляторов бета-гло-
бинового гена кур, нетранслируемые области), с содержанием рекомби-
нантного лактоферрина человека в молоке 3 г/л и выше, и нетрансген-
ных самок зааненской породы. 

В качестве криозащитных сред применялись проникающие криофи-
лактики: диметилсульфоксид (Sigma, USA), этиленгликоль (IMV Tech-
nologies, France) и глицерин (EMCARE ICPbio Reproduction, USA). Раз-
морозка зародышей осуществлялась двумя способами:  

- оттаивание замороженных пайетт в водяной бане при температуре 
+37 °С в течение 10 секунд до полного исчезновения льда (скорость 
нагревания – до 1380 °С/мин.); 

- оттаивание пайетт на воздухе при температуре +20 °С в течение 10 
секунд, затем в водяной бане при +37 °С на 10 секунд (скорость нагре-
вания – до 700 °С/мин). 

После удаления защитных сред оттаянные эмбрионы культивирова-
лись в условиях инкубатора при концентрации СО2 – 5 %, температуре 
39 °С и максимальной влажности 95-98 % в течение 1 часа в чашках 
Петри под минеральным маслом в средах М-199 и KSOM, 
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сбалансированной по концентрации водородных ионов (pH 7,2-7,4) и 
осмолярности (280-300 мОсм/кг), с добавлением инактивированной эм-
бриональной сыворотки (10 % по объёму), BSA – 0,4 % и канамицина – 
50 мкг/мл с последующей повторной визуальной оценкой их качества 
при 63-кратном увеличении микроскопа OPTON. 

Результаты эксперимента и их обсуждение. Влияние режима от-
таивания на сохранность эмбрионов при их криоконсервировании в 
1,5М глицерине представлена в таблице 1. Анализ представленных ре-
зультатов исследований свидетельствует об увеличении доли эмбрио-
нов отличного и хорошего качества, сохранивших свою жизнеспособ-
ность к дальнейшему использованию после их размораживания с при-
менением ступенчатого режима оттаивания. Так, в контрольной и опыт-
ной группах данный показатель составил 76,2 и 79,2 % зародышей со-
ответственно, в то время как использование для нагревания одноступен-
чатого режима при непосредственном помещении пайетт в водяную 
баню позволило получить 70,0 % эмбрионов отличного и хорошего ка-
чества. Первоначальное отличное качество после деконсервации сохра-
нили 27,3 и 44,4 % клеток при использовании первого режима и 52,9 и 
55,6 % зародышей – при применении второго режима в контрольных и 
опытных группах соответственно. 
 
Таблица 1 – Результаты оценки качества деконсервированных эмбрионов при 
использовании различных режимов оттаивания при их криоконсервации в 1,5М 
растворе глицерина 

Показатель  

Режим оттаивания 
10 сек. +37 °С 10 сек. +20 °С 

10 сек. +37 °С 
до  

заморозки 
после  

оттаивания 
до  

заморозки 
после 

оттаивания 
1 2 3 4 5 

контрольная группа 
Количество 
эмбрионов 

n 14 14 21 21 
% 100,0 100,0 100,0 100,0 

в том числе  
отличного ка-
чества 

n 11 3 17 9 

% 78,6 21,4 81,0 42,9 

хорошего  
качества 

n 3 7 4 7 
% 21,4 50,0 19,0 33,3 

Удовлетвори-
тельного каче-
ства 

n 
- 

2 
- 

3 

% 14,3 14,3 

Неудовлетво-
рительного ка-
чества 

n 
- 

2 
- 

2 

% 14,3 9,5 
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Продолжение таблицы 1 
1 2 3 4 5 

Пригодных к 
пересадке 

n 14 12 21 19 
% 100,0 85,7 100,0 90,5 

Средний балл 4,79±0,11 3,79± 0,26 4,81± 0,09 4,10± 0,22 
Снижение качества 
после оттаивания, 
баллы 

1,0 0,71 

опытная группа 
Количество 
эмбрионов 

n 10 10 24 24 
% 100,0 100,0 100,0 100,0 

в том числе  
отличного ка-
чества 

n 9 4 18 10 

% 90,0 40,0 75,0 41,7 

хорошего  
качества 

n 1 3 6 9 
% 10,0 30,0 25,0 37,5 

удовлетвори-
тельного каче-
ства 

n 
- 

2 
- 

3 

% 20,0 12,5 

неудовлетвори-
тельного каче-
ства 

n 
- 

1 
- 

2 

% 10,0 8,3 

пригодных к 
пересадке 

n 10 9 24 22 
% 100,0 90,0 100,0 91,7 

Средний балл 4,9± 0,1 4,08± 0,29 4,75± 0,09 4,13± 0,19 
Снижение качества 
после оттаивания, 
баллы 

0,82 0,62 

 
В таблице 2 приведены результаты эксперимента по жизнеспособ-

ности дефростированных зародышей, замороженных в 1,5М растворе 
этиленгликоля, в зависимости от режима оттаивания. 

 
Таблица 2 – Результаты оценки качества замороженно-оттаянных эмбрионов 
при применении различных режимов оттаивания при их криоконсервации в 
1,5М растворе этиленгликоля 

Показатель  

Режим оттаивания 
10 сек. +37 °С 10 сек. +20 °С 

10 сек. +37 °С 
до  

заморозки 
после  

оттаивания 
до  

заморозки 
после 

оттаивания 
1 2 3 4 5 

контрольная группа 
Количество 
эмбрионов 

n 13 13 27 27 
% 100,0 100,0 100,0 100,0 
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Продолжение таблицы 2 
1 2 3 4 5 

в том числе  
отличного ка-
чества 

n 9 6 20 14 

% 69,2 46,2 74,1 51,9 

хорошего  
качества 

n 4 6 7 11 
% 30,8 46,2 25,9 40,7 

удовлетвори-
тельного каче-
ства 

n 
- - - 

1 

% 3,7 

неудовлетвори-
тельного каче-
ства 

n 
- 

1 
- 

1 

% 7,7 3,7 

пригодных к 
пересадке 

n 13 12 27 26 
% 100,0 92,3 100,0 96,3 

Средний балл 4,69± 0,13 4,38± 0,24 4,74± 0,09 4,41± 0,14 
Снижение качества 
после оттаивания, 
баллы 

0,31 0,33 

опытная группа 
Количество 
эмбрионов 

n 20 20 11 11 
% 100,0 100,0 100,0 100,0 

в том числе  
отличного ка-
чества 

n 16 11 8 7 

% 80,0 55,0 72,7 63,6 

хорошего  
качества 

n 4 6 3 4 
% 20,0 30,0 27,3 36,4 

удовлетвори-
тельного каче-
ства 

n 
- 

1 
- - % 5,0 

неудовлетвори-
тельного каче-
ства 

n 
- 

2 
- - % 10,0 

пригодных к 
пересадке 

n 20 18 11 11 
% 100,0 90,0 100,0 100,0 

Средний балл 4,8± 0,09 4,3± 0,22 4,73± 0,14 4,64± 0,15 
Снижение качества 
после оттаивания, 
баллы 

0,5 0,09 

 
Результаты проведённых экспериментов выявили увеличение 

уровня жизнеспособности размораживаемых зародышей, для консерва-
ции которых использован 1,5М раствор этиленгликоля с поэтапным его 
выведением во всех группах независимо от скорости оттаивания. После 
стереомикроскопической оценки морфологически пригодными к 
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трансплантации были признаны 96,3 и 100,0 % зародышей при двухсту-
пенчатом режиме оттаивания и 92,3 и 90,0 % клеток – при одноступен-
чатом в контрольных и опытных группах соответственно. Применение 
поэтапного нагревания пайетт позволило повысить выход отличных за-
родышей, сохранивших своё первоначальное состояние на 3,3 и 18,7 п. 
п. в контрольной и опытной группах, чем при использовании одноэтап-
ного режима оттаивания. Высокий выход полноценных эмбрионов от-
личного и хорошего качества позволил добиться получения минималь-
ного количества непригодных зародышей, который в среднем для двух-
ступенчатого режима оттаивания составил 3,7 % и одноступенчатого – 
11,4 %. 

Результаты регенерационной способности деконсервированных за-
родышей разными режимами оттаивания представлены в таблице 3. 

Полученные данные указывают на значимое превосходство поэтап-
ного нагревания пайетт над непосредственным переносом в водяную 
баню. Применение одноэтапного режима «водяная баня» позволило по-
лучить 80,0 и 76,9% жизнеспособных зародышей, пригодных к транс-
плантации, из которых 70,0 и 69,2% пришлось на долю клеток отлич-
ного и хорошего качества, в том числе свое отличное качество первона-
чально сохранили 42,9 и 55,6% зародышей в контрольной и опытной 
группах соответственно. В свою очередь, использование режима «воз-
дух-водяная баня» позволило увеличить выход пригодных к апплика-
ции зародышей до 95,5% и 100,0%, а также количество клеток отлич-
ного качества, сохранивших свою первоначальную оценку после крио-
консервирования, до 66,7 и 63,2% в контрольной и опытной группах со-
ответственно. 

 
Таблица 3 – Результаты оценки качества оттаянных зародышей, криоконсерви-
рованных в 1,5М растворе диметилсульфоксида с различной скоростью оттаи-
вания 

Показатель  

Режим оттаивания 
10 сек. +37 °С 10 сек. +20 °С 

10 сек. +37 °С 

до  
заморозки 

после  
оттаива-

ния 

до  
заморозки 

после 
оттаива-

ния 
1 2 3 4 5 

контрольная группа 
Количество 
эмбрионов 

n 10 10 22 22 
% 100,0 100,0 100,0 100,0 

в том числе  
отличного ка-
чества 

n 7 3 15 10 

% 70,0 30,0 68,2 45,5 

 



36 
 

Продолжение таблицы 3 
1 2 3 4 5 

хорошего  
качества 

n 3 4 7 6 
% 30,0 40,0 31,8 27,3 

удовлетвори-
тельного каче-
ства 

n 
- 

1 
- 

5 

% 10,0 22,7 

неудовлетвори-
тельного каче-
ства 

n 
- 

2 
- 

1 

% 20,0 4,5 

пригодных к 
пересадке 

n 10 8 22 21 
% 100,0 80,0 100,0 95,5 

Средний балл 4,7± 0,15 3,8± 0,36 4,68± 0,1 4,14± 0,2 
Снижение качества 
после оттаивания, 
баллы 

0,9 0,54 

опытная группа 
Количество 
эмбрионов 

n 13 13 20 20 
% 100,0 100,0 100,0 100,0 

в том числе  
отличного ка-
чества 

n 9 5 19 12 

% 69,2 38,5 95,0 60,0 

хорошего  
качества 

n 4 4 1 6 
% 30,8 30,8 5,0 30,0 

удовлетвори-
тельного каче-
ства 

n 
- 

1 
- 

2 

% 7,7 10,0 

неудовлетвори-
тельного каче-
ства 

n 
- 

3 
- - % 23,1 

пригодных к 
пересадке 

n 13 10 20 20 
% 100,0 76,9 100,0 100,0 

Средний балл 4,69± 0,13 3,69± 0,33 4,95± 0,05 4,05± 0,15 
Снижение качества 
после оттаивания, 
баллы 

1,0 0,9 

 
Заключение. 
1. Установлено, что применение 1,5М раствора глицерина для крио-

консервирования с последующим двухступенчатым оттаиванием заро-
дышей, полученных от генно-модифицированных коз, в отличие от од-
ноступенчатого позволяет увеличить выход пригодных к транспланта-
ции зародышей на 4,7 и 1,7 п. п., долю эмбрионов отличного и хорошего 
качества – на 4,8 и 9,2 п. п., выход эмбрионов, восстановивших свое 
первоначальное отличное качество после оттаивания, – на 25,6 и 11,2 п. 
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п. в контрольных и опытных группах соответственно. 
2. Использование поэтапного режима оттаивания зародышей, пред-

варительно замороженных в криозащитной среде на основе 1,5М рас-
твора этиленгликоля, позволили увеличить долю пригодных к пере-
садке клеток на 4,0 и 10,0 п. п., выход отличных эмбрионов, сохранив-
ших свое первоначальное качество, – на 3,3 и 18,7 п. п. в контрольных 
и опытных группах соответственно, чем при использовании одноэтап-
ного режима (непосредственное помещение в водяную баню). 

3. Применение 1,5М раствора ДМСО с последующим оттаиваниям в 
режиме «воздух-водяная баня» в опытной группе позволило повысить 
количество пригодных к пересадке зародышей на 4,5 и 20,0 п. п. по срав-
нению с контрольными группами и на 23,1 п. п. в сравнении с опытной 
группой при соблюдении режима «водяная баня», выход клеток отлич-
ного и хорошего качества на 17,3-20,0 и 20,8 п. п. соответственно при 
стабильном получении 63,2 % эмбрионов отличного качества, сохра-
нивших своё первоначальное развитие. 
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