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Введение. В последние десятилетия значительно изменилось 

направление и ускорились темпы микроэволюционных процессов в 
популяциях сельскохозяйственных животных, особенно в связи с ин-
тенсификацией селекционной работы, направленной на выведение и 
совершенствование пород, отвечающих экономическим, промышлен-
ным и эстетическим требованиям человека. Ускорение темпов селек-
ции в скотоводстве можно обеспечить только применением современ-
ных биотехнологических методов воспроизводства, основанных на ис-
пользовании клеточных репродуктивных технологий, которые активно 
внедряются в животноводство в последние годы. Одной из них являет-
ся созревание и оплодотворение яйцеклеток in vitro, посредством ко-
торой может быть увеличен выход потомков от выдающихся самок. 
Моделирование систем дозревания ооцита – одна из важнейших задач, 
стоящих перед эмбриотехнологами. Известно, что реинициация мейоза 
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в ооците происходит в результате его извлечения из фолликула, одна-
ко этого не всегда достаточно для полноценного формирования яйце-
клетки и приобретения ею способности к оплодотворению и дальней-
шему развитию [1].  

Одним из способов достижения синхронности созревания яйце-
клетки, заключающейся в мейотическом преобразовании ядра, цито-
плазматических изменениях и преобразовании мембран, является раз-
работка культуральных систем, достаточно близких по своему биоло-
гическому составу к естественным условиям созревания и оплодотво-
рения яйцеклеток и развития ранних зародышей крупного рогатого 
скота [2]. 

Часто при культивировании преимплантационных эмбрионов мно-
гие исследователи сталкиваются с клеточным блоком, когда развитие 
эмбриона останавливается на стадии 8-16 клеток. Созревание ооцитов 
и развитие эмбрионов вне организма находится в прямой зависимости 
от адекватности физиологическому процессу условий их культивиро-
вания. В настоящее время для преодоления блока используют сомати-
ческие клетки, в частности, эпителиальные клетки яйцевода, клетки 
кумулюса, гранулезные клетки. Из этих клеток получают монослой, 
который используется для культивирования преимплантационных эм-
брионов [3]. «Поддерживающие» культуры могут создавать благопри-
ятный для развития зародышей сигнально-информационный фон пу-
тем продукции ростовых факторов. Например, монослойные культуры 
эпителиальных клеток яйцевода продуцируют простагландин Е2, про-
стагландин F2 альфа и эндотелин-1 [4]. Некоторые исследователи счи-
тают [5], что только данная система более полно отражает потребности 
зародышей крупного рогатого скота и позволяет получать наиболее 
полноценные эмбрионы. Применение сокультуральной системы не 
требует особого газового режима, что позволяет использовать монога-
зовый инкубатор. К числу недостатков относится трудоемкость препа-
рирования культуры. 

В течение последних лет в научной литературе появились лишь от-
дельные работы, в которых изучалось влияние культивируемых клеток 
яйцевода или продуцируемых ими кондиционированных сред на раз-
витие эмбрионов крупного рогатого скота. При этом подчеркивается 
вариабельность результативности эффектов совместного культивиро-
вания с эмбрионами, которая может быть обусловлена разнокаче-
ственностью различных культур клеток яйцевода [6].  

В связи с вышесказанным, целью работы явилась разработка спо-
соба получения эмбрионов крупного рогатого скота вне организма с 
использованием монослоя эпителиальных клеток яйцевода.  

Материал и методика исследований. Исследования проводились 
в лаборатории генетики сельскохозяйственных животных РУП «Науч-
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но-практический центр Национальной академии наук Беларуси по жи-
вотноводству». 

Яичники и яйцеводы убитых на мясокомбинате коров доставляли в 
лабораторию в среде Хенкса с добавлением антибиотиков при темпе-
ратуре 28-36°С. В лаборатории яйцеводы освобождали от соедини-
тельной ткани и яичников. Затем их промывали несколько раз в све-
жих порциях среды Хенкса с антибиотиками. 

При разработке способа учитывались технология выделения клеток 
яйцевода, степень формирования монослоя и эффективность примене-
ния монослоя клеток яйцевода определяемая по количеству созревших 
ооцитов, уровню дробления и выходу морул-бластоцист в среде ТС-
199 с добавлением ФСГ, ЛГ и FSG-p. Качественный состав монослоя 
определяли визуально, учитывая равномерность слоя, его толщину, 
поврежденность, а также время его формирования. Количество клеток 
подсчитывали с помощью камеры Горяева. 

Монослой клеток яйцевода получали двумя способами: 
1. Яйцевод заполняли 0,05%-ным раствором трипсина, предвари-

тельно зажав его концы зажимами. Затем на 20 мин яйцевод помещали 
в СО2-инкубатор при 38,5°С и 5 % СО2 в воздухе. По истечении вре-
мени инкубации яйцевод промывали непосредственно в пробирки и 
центрифугировали клетки три раза по 5 минут при 1000 оборотов в 
минуту. Осадок ресуспендировали небольшим количеством рабочего 
раствора и гомогенизировали пипетированием. Дважды центрифуги-
ровали с физиологическим раствором с гентамицином, а последний раз 
– отмывали в среде для созревания ооцитов ТС-199. 

2. Клетки яйцевода получали путем выдавливания пинцетом в 
направлении от ампулярной части яйцевода к истмусу. Полученный 
материал гомогенизировали физиологическим раствором с добавлени-
ем антибиотиков методом ресуспендирования. Затем клетки подверга-
ли центрифугированию аналогично первому способу. 

Через 24-48 часов в чашках, куда высевали клетки яйцевода, обра-
зуется много активно передвигающихся пузырьков, которые отбира-
лись и высевались в чашки для культивирования эмбрионов, т. к. эти 
пузырьки в дальнейшем и образуют монослой клеток яйцевода. Чашки 
с выделенными клетками культивировали с рабочей средой в инкуба-
торе при 38,5°С и 5 % СО2 в воздухе. Смену среды проводили через 
каждые 48 часов и с помощью микроскопа проводили визуальную 
оценку степени разрастания слоя. При образовании 100 % монослоя 
клеток яйцевода на него помещали ооцит-кумулюсные комплексы для 
созревания, а также эмбрионы крупного рогатого скота после оплодо-
творения. Ооцит-кумулюсные комплексы получали методом рассече-
ния ткани яичника лезвием безопасной бритвы. Поиск и морфологиче-
скую оценку качества полученных ооцит-кумулюсных комплексов 
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проводили микроскопическим исследованием. Затем их помещали в 
чашки Петри, содержащие монослой клеток яйцевода, сменив при 
этом рабочую среду, и ставили в СО2-инкубатор на 24 часа для созре-
вания при соблюдении вышеуказанных физических параметров. После 
оплодотворения зиготы также помещались на монослой клеток яйце-
вода, их инкубирование проходило в инкубаторе в течение 7-10 суток. 

Результаты эксперимента и их обсуждение. Одним из важных 
показателей при использовании монослоя клеток яйцевода является 
степень формирования монослоя. Считается, что он должен покрывать 
не менее 70 % поверхности культуральной чашки. При этом важным 
показателем является время, необходимое для формирования нужного 
количества монослоя (таблица 1). 
 
Таблица 1 – Результаты формирования монослоя эпителиальными 
клетками яйцевода в зависимости от способа выделения через 6-7 су-
ток культивирования 

Способ выделения 
эпителиальных кле-

ток 

Формирование монослоя (%) 
При культивировании 

всей выделенной 
массы 

При культивирова-
нии плавающих пу-

зырьков 
Сдавливание 30 40 
Трипсинизация 70 100 

 
Полученные результаты показали, что эпителиальные клетки яйце-

вода формируют в культуре монослой независимо от способа их выде-
ления. Однако наиболее активно монослой образовывали клетки, по-
лученные методом трипсинизации с последующим отбором активно 
передвигающихся пузырьков. Монослой (100 %) такие клетки образо-
вывали через 6-7 дней. В случае, когда культивировалась вся получен-
ная после трипсинизации клеточная масса, в такой же период времени 
было получено 70 % монослоя. Наименьшую популяцию образовыва-
ли клетки, полученные после механического сдавливания яйцевода и 
использования всей выделенной массы (30-40 % через 6-7 дней). Сле-
дует отметить, что в последнем случае 100 % монослой формировался 
к 10-14 дню культивирования. 

При получении монослоя методом сдавливания количество клеток, 
поставленных на длительное культивирование, составило 1,1x106 кл. в 
1 мл, при использовании метода трипсинизации – 2,7x106 кл./мл. 

Таким образом, при получении монослоя эпителиальных клеток 
яйцевода предпочтительнее использовать формирующиеся через 24 
часа активно передвигающиеся пузырьки, а отделение клеток прово-
дить методом трипсинизации. 
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В дальнейшем выявлена зависимость выхода полноценных эмбри-
онов от качественных и количественных показателей монослоя клеток 
яйцевода (таблица 2). 

 
Таблица 2 – Выход зародышей в зависимости от способа получения 
эпителиальных клеток яйцевода 

Способ выде-
ления эпители-
альных клеток 

Количество 
ооцитов, n 

Уровень дроб-
ления, n-% 

Выход морул-
бластоцист, 

n-% 
Сдавливание 85 39-45,9 13-15,3 
Трипсинизация 74 32-40,5 14-18,9 

 
При использовании монослоя клеток, полученных методом сдавли-

вания, уровень дробления зародышей составил 45,9 % от числа по-
ставленных на культивирование (lim 12,5-57,1 %), при этом было по-
лучено 13 зародышей на стадии морула-бластоциста, или 15,3 % от 
числа клеток поставленных на созревание. При использовании моно-
слоя клеток яйцевода, полученного методом трипсинизации, количе-
ство дробящихся клеток уменьшилось на 5,4 % (lim 25,0-50,0 %) по 
сравнению с предыдущим опытом, однако выход морул-бластоцист 
увеличился на 3,6 %. Кроме того, при использовании монослоя клеток, 
полученных методом трипсинизации, амплитуда колебаний показателя 
уровня дробления была значительно ниже, чем при использовании мо-
нослоя, полученного методом сдавливания. 

Для продолжительной культуры клеток яйцевода использовали 
среду ТС-199 с добавлением в качестве биологически-активного ком-
понента фолликулостимулирующего и лютеинизирующего гормонов 
(Sigma) и FSG-p (США). В первом случае на созревание было постав-
лено 94 клетки, из них 52 оплодотворилось, что составило 55,3 % от 
числа поставленных на культивирование. Было получено 16 эмбрио-
нов на стадии морула-бластоциста, что составило 17,0 % от числа 
оплодотворенных. Использование FSG-p привело к снижению уровня 
дробления на 13,8 % по сравнению с предыдущим опытом, и при этом 
выход эмбрионов на преимплантационной стадии составил 14,6 % 
(таблица 3). 

Таким образом, для продолжительной культуры клеток яйцевода 
лучше использовать среду ТС-199 с добавлением ФСГ и ЛГ производ-
ства фирмы Sigma, т. к. выход эмбрионов на преимплантационных 
стадиях был выше на 2,4 %. 
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Таблица 3 – Развитие эмбрионов крупного рогатого скота в различных 
культуральных системах с использованием монослоя эпителиальных 
клеток яйцевода 

Состав среды Количество 
ооцитов, n 

Уровень 
дробления, 

n-% 

Выход морул-
бластоцист, 

n-% 
TC-199+ ЛГ + ФСГ 94 52–55,3 16–17,0 
TC-199 + FSG-p 41 17–41,5 6–14,6 

 
Заключение. Использование монослоя клеток яйцевода при полу-

чении эмбрионов крупного рогатого скота вне организма позволяет 
получать 15,3-18,9 % эмбрионов на преимплантационных стадиях. 

При получении монослоя клеток яйцевода методом трипсинизации 
используются формирующиеся через 24 часа после постановки на 
культивирование активно передвигающиеся пузырьки, что позволяет 
уже через 6-7 суток, в отличие от метода выдавливания, получать 
100%-ный монослой. При этом количество клеток составляет 2,7x106 
кл./мл., выход морул-бластоцист – 18,9 %. 

Продолжительную культуру клеток яйцевода получали на среде 
ТС-199 с добавлением ФСГ и ЛГ производства фирмы Sigma, что поз-
волило достигнуть уровня дробления 55,3 % и выхода морул-
бластоцист на преимплантационных стадиях 17,0 %. 

Разработан способ получения эмбрионов крупного рогатого скота 
вне организма с использованием монослоя эпителиальных клеток яй-
цевода, позволяющий получать 17,0-18,9 % эмбрионов на преимплан-
тационных стадиях. 
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Введение. Высокопродуктивный молочный скот, как правило, 

наиболее подвержен различного рода заболеваниям. В их числе лиди-
рующее положение занимают болезни половых органов и вымени (до 
70 %), вследствие которых животные могут выбраковываться. Поло-
жение усугубляется также тем, что животные с высокой молочной 
продуктивностью попадают в группу быкопроизводящих коров, а осо-
бенно ценные выступают в качестве доноров эмбрионов.  

Вместе с тем, технологией трансплантации зародышей крупного 
рогатого скота предусматривается проведение работ только со здоро-
вым генетически ценным скотом. Однако очень часто (в 50-60 % слу-
чаев) возникает необходимость в нормализации воспроизводительной 
функции коров и в последующем их использовании в качестве доноров 
эмбрионов. Кроме этого, выбраковка животных по различным произ-
водственным причинам не всегда соизмерима с их племенной ценно-
стью. При практически стабильной ежегодной замене 25-30 % поголо-
вья скота племзаводов до 10-15 % бракуемых животных – ценный в 
племенном отношении скот, способный после определенной подготов-
ки служить донорами зародышей [1]. 

Применение различных средств оздоровления полости матки доно-
ров позволяет увеличить выход качественных эмбрионов на 11,5-19 % 
[3]. Интенсивная ее терапия специальными средствами (йодосол и др.), 
различными комбинациями антибиотиков и внутриматочными смеся-
ми в сочетании с массажем, как правило, приводит к выздоровлению 
животного после 3-5-х процедур. Отсутствие лечебного эффекта и по-
лучение неоплодотворенных яйцеклеток свидетельствует о необрати-
мости патологических процессов, протекающих в эндометрии [2]. Та-
кие коровы в большинстве случаев лечению не подлежат и выбрако-
вываются. 
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