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Реферат. Установлен уровень пенетрации ооцитов в различных режимах культиви-
рования: время совместного инкубирования спермиев с яйцеклетками – 18-20 часов; 
объём питательных сред Тироде и Тироде-М – не менее 0,5 мл; плотность размещения – 
0,04-0,05 клеток на 1 мм2, что позволяет получать 52,1-57,4 % дробящихся клеток. 
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Введение. Культивирование и оплодотворение ооцитов коров 

означают, что последовательность очень сложных физиологических 
процессов, протекающих in vivo в динамически изменяющейся среде, 
должны проходить in vitro в относительно простых и статических 
условиях. В искусственных условиях этот процесс протекает по сле-
дующей схеме: извлечение ооцитов, их культивирование, капацитация 
сперматозоидов, оплодотворение ооцитов, культивирование эмбрио-
нов [1, 2, 8, 11]. 

Известно, что для успешного оплодотворения ооцитов сперматозо-
иды млекопитающих проходят процесс созревания, или капацитации. 
В естественных условиях это происходит в половых путях самок и за-
ключается в изменении характера плавательной активности и преобра-
зовании строения клеточных мембран на головке спермиев. Эти пре-
образования состоят в удалении поверхностной оболочки спермиев, а 
также в обеспечении исходно неподвижных половых клеток необхо-
димыми веществами для придания им плавательной активности. 
Окончательной стадией преобразования спермиев (фаза капацитации) 
при постановке опытов in vitro можно считать приобретение ими 
оплодотворяющей способности [3, 4, 5, 7, 10]. 

В связи с вышесказанным, целью наших исследований являлось 
изучение уровня пенетрации ооцитов при различных режимах культи-
вирования и использования различных питательных сред. 

Материал и методы исследований. Исследования были проведе-
ны в лаборатории генетики сельскохозяйственных животных РУП 
«Институт животноводства НАН Беларуси». 

Яичники коров доставляли с Минского мясокомбината в лаборато-
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рию генетики сельскохозяйственных животных в растворе Хенкса. 
Выделение ооцитов проводили путем рассечения ткани яичника лезви-
ем безопасной бритвы в среде с добавлением 1 % фетальной сыворот-
ки крупного рогатого скота, 10 ед./мл гентамицина и 1 ед./мл гепарина. 
Дозревание ооцит-кумулюсных комплексов проходило в инкубаторе с 
5% СО2 в атмосфере при максимальной влажности и температуре 38°С 
в среде ТС-199 (Sigma) с добавлением 25 мМ/л буфера Hepes, 10 ед./мл 
гентамицина и 15 % сыворотки плодов коровы. Капацитацию спермы 
проводили по методу swim up. Оплодотворение яйцеклеток осуществ-
ляли в каплях среды для оплодотворения под слоем минерального 
масла, после чего зиготы помещались для дальнейшего развития в сре-
ду ТС-199 с 15 % эмбриональной сыворотки.  

Для изучения эффективности пенетрации ооцитов в зависимости от 
времени совместной инкубации мы использовали различные времен-
ные рамки совместной инкубации ооцитов со спермой: 3 ч.; 3,1-6 ч.; 
6,1-9 ч.; 9,1-12 ч.; 12,1-15 ч.; 15,1-18 ч.; 18,1-20 ч.; 20,1-24 ч. 

Изучение уровня оплодотворяемости яйцеклеток в культуре in vitro 
в зависимости от объема среды проводили в чашках с разным объемом 
питательной среды: 3; 0,5 и 0,3 мл. 

Для изучения эффективности оплодотворения ооцитов в зависимо-
сти от количества клеток на единицу площади мы использовали чашки 
с разной площадью и проанализировали плотность посадки, которая 
составила: 0,05; 0,04; 0,1; 0,2; 0,3 ооцита на мм2. 

Оплодотворение ооцитов проводили в следующих средах: ТС-199, 
Тироде, Тироде модифицированная, Игла. 

Все манипуляции с ооцитами, оценку активности сперматозоидов, 
стадий развития и качества ранних эмбрионов крупного рогатого скота 
осуществляли под микроскопом МБС-10 при увеличении в 60 крат. 

Результаты эксперимента и их обсуждение. Для успешного 
оплодотворения и дальнейшего развития ранних зародышей большое 
значение имеет время совместного инкубирования ооцитов со сперма-
тозоидами. 

В табл. 1 представлены результаты совместной инкубации сперми-
ев с ооцитами. Как видно из таблицы, оплодотворяемость находится в 
прямой зависимости от продолжительности совместного культивиро-
вания гамет. Так, при трехчасовом культивировании спермиев с ооци-
тами получено 14,9 % дробящихся зародышей, из них – 19,2 % морул-
бластоцист, что составило 2,8 % от общего количества использован-
ных в опыте ооцитов. Увеличение времени совместного инкубирова-
ния клеток до 6 и 9 часов повысило оплодотворяемость ооцитов на 2,2 
и 12,9 %, выход морул-бластоцист по отношению к количеству опло-
дотворенных клеток остался на прежнем уровне – 18,7 и 22,0 %, что 
составило 3,2 и 6,1 % от всех ооцитов данных опытных групп. Даль-
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нейшее возрастание продолжительности пребывания спермиев и яйце-
клеток в одной чашке до 12 и 15 часов позволило получить 32,5 и 40 % 
(Р<0,01) дробящихся зародышей, из них - 32,2 и 29,7 % эмбрионов – на 
предимплантационных стадиях, что соответствует 10,5 и 11,8 % от 
общего количества поставленных на культивирование клеток. При 18-
тичасовом инкубировании оплодотворилось 47,4 % (Р<0,001) яйцекле-
ток, из них получено 32,1 % Mo-Bl, что составило 15,2 % от всех кле-
ток в группе. Наиболее оптимальным является время 18,1-20,0 часов. В 
данном случае получено 57,4 % (Р<0,001) дробящихся зародышей, из 
них 37,6 % – Mo-Bl, что составило 21 % от всех ооцитов в группе. 

 
Таблица 1 

Выход жизнеспособных эмбрионов в зависимости  
от продолжительности оплодотворения 

Продолжительность сов-
местной инкубации спермы 

с ооцитами, ч 

Оплодотворе-
но ооцитов, n 

Уровень  
дробления Выход Mo-Bl 

n % n % 
3,0 174 26 14,9 5 19,2 

3,1-6,0 187 32 17,1 6 18,7 
6,1-9,0 180 50 27,8 11 22,0 
9,1-12,0 191 62 32,5 20 32,2 

12,1-15,0 160 64 40,0** 19 29,7 
15,1-18,0 171 81 47,4*** 26 32,1 
18,1-20,0 204 117 57,4*** 43 36,8 
20,1-24,0 157 86 54,8*** 25 29,1 

 
Дальнейшее увеличение времени до 24 часов снизило количество 

оплодотворенных ооцитов на 2,6 % и на 8,5 % – Mo-Bl. Выход ранних 
зародышей на предимплантационных стадиях по отношению к общему 
количеству поставленных в опыте ооцит-кумулюсных комплексов 
снизился на 5,1 %. 

Таким образом, продолжительность совместного культивирования 
сперматозоидов с яйцеклетками в синтетических, питательных средах 
должна составлять 18-20 часов, что позволяет получать 57,4 % дробя-
щихся клеток и 36,8 % зародышей на стадии морула-бластоциста. 

На следующем этапе исследований нами изучалось влияние объёма 
среды на оплодотворяемость ооцитов. Как видно из табл. 2, наилуч-
ший уровень дробления оказался в группе ооцитов, культивировав-
шихся в 0,5 мл среды. Он составил 61,7 %, что на 7,2 и 13,7 % превы-
шает аналогичный показатель в группах ооцитов с объемом среды для 
культивирования 3,0 мл и 0,3 мл соответственно. Что касается выхода 
жизнеспособных зародышей, то результаты выглядят следующим об-
разом: так, самый высокий выход морул-бластоцист (18,1 %) наблю-
дался в группе ооцитов, культивировавшихся в 3,0 мл среды, что на 1,5 
и 3,3 % выше по отношению к другим группам. В группе ооцитов, по-
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мещенных в 0,3 мл питательной среды, наблюдался низкий выход мо-
рул-бластоцист при относительно высоком уровне дробления (48 %). 
По-видимому, малые объемы питательной среды не обеспечивают в 
достаточной степени интенсивность метаболизма дробящихся эмбрио-
нов. 

 
Таблица 2 

Влияние объёма среды на пенетрацию ооцитов 
Объём  

среды, мл 
Оплодотворено 

ооцитов, n 
Уровень дробления Выход Mo-Bl 

n % n % 
3,0 132 72 54,5 13 18,1 
0,5 68 42 61,7 7 16,6 
0,3 104 54 48,0 8 14,8 

 
Таким образом, для проведения работ по получению ранних эм-

брионов вне организма необходимо использовать синтетическую сре-
ду в объеме не менее 0,5 мл, что позволяет получать 54,5-61,7 % дро-
бящихся зародышей. 

В процессе исследований нами также изучалось влияние количе-
ства клеток, помещенных на единицу площади (табл. 3). Наилучшие 
результаты получены в группах с плотностью посадки 0,04 и 0,05 
ооц/мм2. Так, уровень дробления в них составляет 53,6 и 52,1 % соот-
ветственно. Аналогичные показатели получены и по выходу жизне-
способных эмбрионов. Так, выход полноценных зародышей в группе с 
плотностью посадки 0,05 ооц/мм2 составил 24,0 %, что на 1,8 % боль-
ше по отношению к группе с 0,04 ооц/мм2, на 4,8 % – по отношению к 
группе с 0,3 ооц/мм2, а также на 5,8 и 14,6 % к группам с 0,1 и 0,2 
ооц/мм2 соответственно. Плотность размещения на 1 мм2 от 0,1 до 0,3 
ооцитов оказала негативное влияние на процессы пролиферации оо-
цит-кумулюсных комплексов, несмотря на то, что оплодотворяемость 
клеток находилась на уровне 45,8-50,1 %. Выход морул-бластоцист со-
ставил 8,3-9,8 % от общего количества ооцитов, поставленных на 
культивирование в группах. 

 
Таблица 3 

Зависимость оплодотворяемости ооцитов от количества клеток на единицу площади 

Плотность по-
садки, ооц/мм2 

Оплодотворе-
но ооцитов, n 

Уровень дробления Выход Mo-Bl 
n % n % 

0,04 84 45 53,6 10 22,2 
0,05 48 25 52,1 6 24,0 
0,1 24 11 45,8 2 18,2 
0,2 71 36 50,1 7 9,4 
0,3 53 26 49,1 5 19,2 

 
Таким образом, оптимальной плотностью является размещение 
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0,04-0,05 клеток на 1 мм2, что позволяет получать 52,1-53,6 % дробя-
щихся зародышей с выходом 11,9-12,5 % морул-бластоцист от постав-
ленных на инкубацию ооцит-кумулюсных комплексов. 

В процессе оплодотворения вне организма огромное значение при-
дается составу и качеству питательной среды, в которой происходит 
совместное инкубирование ооцитов и сперматозоидов. 

В табл. 4 представлены результаты влияния различных сред на 
оплодотворяемость ооцитов. Для исследований было взято 4 среды: 
ТС-199, Тироде, Тироде модифицированная и среда Игла. Наилучший 
результат показали среды Тироде и Тироде модифицированная. Так, 
уровень дробления в них составлял 26,7 и 24,6 % соответственно, про-
тив ТС-199 – 12,8 % и среды Игла – 15,4 %, а выход жизнеспособных 
эмбрионов – 21,1 и 25,5 % соответственно, против ТС-199 – 8,0 % и 
среды Игла – 6,7 %.  

 
Таблица 4 

Оплодотворение ооцитов в различных средах 

Среды Оплодотворе-
но ооцитов, n 

Уровень дробления Выход Mo-Bl 
n % n % 

ТС – 199 195 25 12,8 2 8,0 
Тироде 195 52 26,7 11 21,1 
Тироде модифици-
рованная 195 48 24,6 12 25,5 
Игла  195 30 15,4 2 6,7 

 
Таким образом, использование синтетических, питательных сред 

Тироде и Тироде-М способствует оплодотворению 24,6-26,7 % яйце-
клеток с выходом 21,1-25,5 % жизнеспособных эмбрионов. 

Выводы. 1. Продолжительность совместного культивирования 
спермиев с яйцеклетками в синтетических, питательных средах долж-
на составлять 18-20 часов, что позволяет получать 57,4 % дробящихся 
клеток и 21 % зародышей на стадии морула-бластоциста. 

2. Объем синтетических, питательных сред в культуре in vitro дол-
жен быть не менее 0,5 мл, это способствует дроблению 54,5-61,7 % 
клеток, поставленных на культивирование. 

3. Оптимальной плотностью является размещение 0,04-0,05 клеток 
на 1 мм2, что позволяет получать 52,1-53,6 % дробящихся зародышей с 
выходом 11,9-12,5 % морул-бластоцист от поставленных на инкуба-
цию ооцит-кумулюсных комплексов. 

4. Использование синтетических, питательных сред Тироде и Тиро-
де-М способствует оплодотворению 24,6-26,7 % яйцеклеток с выходом 
21,1-25,5 % жизнеспособных эмбрионов от количества дробящихся 
клеток. 
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Реферат. Установлено, что по мясной продуктивности и качеству мяса помесные 
мен-анжу х лимузинские бычки, выращенные на подсосе до живой массы 160-170 кг, 
значительно превосходят аналогов чёрно-пёстрой породы, выращенных по технологии 
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