
 28

3. Установлено, что средний показатель передачи гена по лакто-
феррину человека потомству был на уровне 26,8 %, при этом от Лака-1 
трансмиссия рекомбинантной ДНК приплоду составила 30,6 %, а от 
Лака-2 – 22,7 %. Следует отметить диспропорциональность в рожде-
нии самок и самцов от Лака-2 – 20,0 и 80,0 %, соответственно, при 
этом от Лака-1 количество родившегося приплода, разделенного по 
половому признаку, оказалось практически равным (45,5 и 54,5 %, со-
ответственно). 
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Введение. Криоконсервация гамет и эмбрионов при низких темпе-

ратурах (-196°С) является основным методом сохранения генетическо-
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го фонда млекопитающих и играет огромную роль в племенном разве-
дении сельскохозяйственных животных.  

Создание криобанка ооцитов, зигот и эмбрионов, полученных in 
vitro, – наиболее перспективное направление исследований на совре-
менном этапе развития технологии получения эмбрионов вне организ-
ма, направленное на сохранение и планомерное использование генети-
ческих резервов сельскохозяйственных животных. Однако если крио-
консервирование эмбрионов крупного рогатого скота за сравнительно 
короткий промежуток времени получило мировое признание и с успе-
хом используется в животноводстве, то эффективность криоконсерва-
ции ооцитов не столь результативно [1]. 

На структурное и функциональное состояние ооцитов и эмбрионов 
после криоконсервации, изменение клеточного объема, ионного го-
меостаза, активности ферментных комплексов влияют выбор криопро-
тектора, его концентрация, продолжительность и температура экспо-
зиции [2, 3]. При этом изменения в митохондриях в процессе криокон-
сервации могут быть одной из главных причин снижения жизнеспо-
собности размороженных ооцитов и получаемых из них при оплодо-
творении in vitro эмбрионов. Поэтому по состоянию митохондрий, их 
трансмембранному потенциалу, интенсивности синтеза аденозинтри-
фосфорной кислоты (АТФ) и ее внутриклеточному содержанию в 
ооцитах и эмбрионах можно судить о выраженности и характере про-
исходящих в них изменениях при замораживании-оттаивании [4].  

В связи с вышесказанным, целью наших исследований явилось 
изучение сохранности и метаболизма деконсервированных ооцитов и 
ранних зародышей коров, полученных вне организма. 

Материал и методика исследований. Яичники получали на Мин-
ском мясокомбинате и в убойном цехе экспериментальной базы «Жо-
дино» Смолевичского района Минской области после убоя животного, 
отсеканием их от матки с помощью ножниц. Извлечение ооцитов про-
водили путем рассечения ткани яичников лезвием безопасной бритвы 
в растворе Хенкса. 

Для дальнейшей работы отбирали клетки с многослойным, ком-
пактным или слегка разрыхлённым кумулюсом, плотно прилегающим 
к зоне пеллюцида, мелкозернистой или имеющей небольшие участки 
гранулярной конденсации ооплазмой, заполняющей прозрачную обо-
лочку, которая равномерна по толщине, не имеет никаких дефектов, 
округлая по форме. Перед замораживанием ооцит-кумулюсные ком-
плексы разделили на две группы. Одну группу ооцитов подвергали 
криоконсервированию сразу после выделения, а другую после предва-
рительного созревания в СО2-инкубаторе при 38,5°С с максимальной 
влажностью (98 %) и присутствии в воздухе 5 % СО2 под слоем мине-
рального масла в течении 20 часов.  
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Для криоконсервирования ооцит-кумулюсных комплексов и заро-
дышей на разных стадиях развития использовали специальный про-
граммный замораживатель Cryocell 1200 в 4 этапа. 

Замораживание проводили по трем схемам: 
I – клетки обрабатывали эквилибрационным раствором, состоящим 

из 10 % глицерина и 10 % пропандиола, а затем переносили в витри-
фикационный раствор из смеси 25 % глицерина с 25 % пропандиола; 

II – насыщение проводили в 1,4М растворе глицерина в три этапа; 
III – в качестве криопротектора использовали 1,5М этиленгликоль в 

три этапа по возрастающей концентрации.  
Оттаивание производили двумя способами: 
– пайетту с ооцит-кумулюсными клетками помещали в водяную 

баню на 1 минуту (+ 25°С). Затем клетки переносили в 1М сахарозу на 
5 минут, после чего промывали по 2 минуты в четырех сменах 20%-
ной фетальной бычьей сыворотки (FBS). 

– замороженную пайетту 10 секунд держали на воздухе, затем на 10 
секунд помещали в водяную баню (+25ºС). После извлечения клеток 
их помещали в 0,7М глицерин или 0,75М этиленгликоль с добавлени-
ем 0,5М сахарозы. Затем промывали по 2 минуты в четырех сменах 
20% FBS. 

Отмытые клетки I группы переносили в лунки планшета со средой 
для созревания в СО2-инкубатор на 24 часа культивирования. Затем 
клетки оплодотворяли заморожено-оттаянной спермой, предваритель-
но прошедшей процедуру капацитации по общепринятой методике. 
Размороженные клетки II группы сразу оплодотворяли предварительно 
подготовленной спермой в течение 18 часов. 

Сохранность заморожено-оттаянных ооцит-кумулюсных комплек-
сов на разных стадиях развития определяли по уровню оплодотворяе-
мости клеток. 

Зародыши замораживали на разных стадиях развития: 2-кл, 4-кл, 8-
кл, морула ранняя (Mo I), морула поздняя (Mo II), бластоциста ранняя 
(Bl I), бластоциста поздняя (Bl II) с использованием проникающих 
криопротекторов 1,4М глицерина и 1,5М этиленгликоля. Насыщение 
клеток защитными растворами осуществляли в три этапа по возрас-
тающей концентрации.  

Сохранность замороженно-оттаянных эмбрионов определяли сразу 
после оттаивания и после 6-часового культивирования по следующим 
показателям: распад, условно годные и пригодные к пересадке. 

Определение внутриклеточной концентрации АТФ проводили хе-
милюминесцентным методом по интенсивности свечения флуоресци-
рующего продукта в реакции с люциферин-люциферазой. Изменение 
состояния митохондрий оценивали по интенсивности флуоресценции 
связанного с ними катионного мембрано-чувствительного красителя 
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родамина 123 (Rd 123) на спектрофлуориметре Solar SM 2203 (РБ).  
Результаты исследований и их обсуждение. Криоконсервирова-

ние клеток по I схеме (таблица 1) позволило сохранить наличие куму-
люса у 100 % клеток обоих групп. Признаки деформации оболочки на-
блюдались у 10,7 % в I группе и 12,5 % у клеток II группы.  

Фрагментация ооплазмы присутствовала у 82,1 % ооцитов I группы 
и 79,2 % – у II. После 20-часового совместного культивирования со 
спермиями наблюдалось 4,0 % дробящихся клеток в I группе. Во II 
группе после оплодотворения дробящихся клеток не обнаружено.  

Насыщение и выведение глицерина по II схеме способствовало со-
хранению 94,4 и 87,5 % клеток кумулюса, деформации оболочки – у 
13,9 и 8,3 % клеток, а фрагментации ооплазмы – у 88,9 и 79,2 % ооци-
тов I и II групп, соответственно. После оплодотворения дробление 
(5,0%) отмечено при замораживании клеток с предварительным (20 ча-
сов) созреванием.  

Использование в качестве криофилактика этиленгликоля (схема III) 
позволило сохранить кумулюс у 100 % клеток в I группе, деформиро-
валось 10,8 % оболочек, фрагментировалась ооплазма у 54,1 % ооци-
тов. В данном опыте получено 9,7 % дробящихся клеток. 

Для изучения возможности длительного хранения зародышей 
крупного рогатого скота на начальных (2-, 4- и 8-клеточных) стадиях 
дробления было заморожено-оттаянно 90 зародышей с последующей 
постановкой их на культивирование.  

При замораживании в 1,4М глицерине отмечено нарушение меж-
клеточных связей у 57,1 %, 66,7 и 71,4 % эмбрионов, криоконсервиро-
ванных на 2-, 4- и 8-клеточных стадиях, соответственно. Нарушение 
целостности оболочки и деформация оболочки наблюдалась у 4,8 и 
14,3% 2-х клеточных эмбрионов. При постановке на дальнейшее куль-
тивирование 9,5% клеток продолжили дробление. После оттаивания 4-
х клеточных зародышей наблюдалось 8,3% клеток с нарушением цело-
стности оболочки и 8,3% – с деформацией оболочки. Дальнейшее раз-
витие продолжили 8,3% оттаянных клеток. 

При использовании в качестве криофилактика 1,5М этиленгликоля 
наблюдалось нарушение межклеточных связей у 57,9 % 2-клеточных, 
71,4 % 4-клеточных и 80,0 % 8-клеточных зародышей. Нарушение це-
лостности оболочки и деформация оболочки отмечались у 10,5 и 
21,1% 2-клеточных эмбрионов, соответственно. Продолжили свое раз-
витие 5,3 % замороженно-оттаянных 2-клеточных эмбрионов. При по-
становке на дальнейшее культивирование 4- и 8-клеточные зародыши 
остановились в развитии. 

При изучении возможности длительного хранения эмбрионов 
крупного рогатого скота заморожено-оттаянно 29 зародышей на пре-
имплантационных стадиях развития: Mo I; Mo II; Bl I; Bl II ( таблица 2). 
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Таблица 2 – Влияние глубокой заморозки на состояние преимпланта-
ционных эмбрионов. 

Состояние эмбрионов 
после оттаивания после культивирования 

№ 
пп 

Режим 
насы-
щения 

Стадия 
насы-
щения 

n распад, 
n-% 

условно 
годные, 

n-% 

хоро-
шие, 
n-% 

распад, 
n-% 

услов-
но год-
ные, n-

% 

хоро-
шие, n-

% 

Mo I 3 3-100 – – 3-100 – – 
Mo II 4 3-75,0 1-25,0 – 3-75,0 1-25,0 – 
Bl I 4 2-50,0 1-25,0 1-25,0 2-50,0 2-50,0 – 
Bl II 4 1-25,0 2-50,0 1-25,0 1-25,0 2-50,0 1-25,0 

I 1,4М 
глице-
рин в 3 
этапа 
15 
мин. 

всего 15 9-60,0 4-26,7 2-13,3 9-60,0 5-33,3 1-6,7 

Mo I 2 2-100 – – 2-100 – – 
Mo II 3 2-66,7 1-33,3 – 3-100 – – 
Bl I 5 2-40,0 2-40,0 1-20,0 2-40,0 2-40,0 1-20,0 
Bl II 4 1-25,0 1-25,0 2-50,0 2-50,0 1-25,0 1-25,0 

II 1,5М 
эти-
ленг-
ликоль 
в 3 эта-
па 15 
мин. 

всего 14 7–50,0 4–28,6 3–21,4 9–64,3 3–21,4 2–14,3 

итого 29 16-55,2 8-27,6 5-17,2 18-62,1 8-27,6 3-10,3 

 
При замораживании в 1,4М глицерине отмечен распад 100 % Mo I и 

75 % Mo II. Распад также наблюдался у 50 % Bl I и 25 % Bl II. Условно 
годными признаны по 25 % Mo II и Bl I, 50 % – Bl II. При оттаивании 
Bl I и Bl II получено по 25 % эмбрионов хорошего качества. После 
культивирование в течение 6 часов только одна Bl II (25 %) продолжи-
ла свое развитие. Средний же показатель по группе составил 6,7 %. 

При использовании в качестве криофилактика 1,5М этиленгликоля 
100 % Mo I распались. У 66,7 % Mo II после оттаивания наблюдался 
распад, а 33,3 % оценены как условно годные, однако после 6-часового 
культивирования зафиксирован распад у 100 % эмбрионов. Из 5 замо-
роженно-оттаянных Bl I у 2 (40 %) наблюдался распад, 2 (40 %) при-
знаны условно годными и 1 (20 %) хорошего качества. После культи-
вирования состояние эмбрионов осталось на прежнем уровне. При от-
таивании Bl II 50 % из них оценены как хорошие, однако после куль-
тивирования эмбрионов хорошего качества осталось 25 %. В среднем 
по группе получено 14,3 % эмбрионов хорошего качества. 

Для выяснения зависимости изменения энергетического статуса 
ооцитов и эмбрионов после криоконсервации от типа используемого 
при их замораживании криопротектора проведена сравнительная 
оценка трансмембранного потенциала и содержания АТФ в интактных 
ооцитах и клетках ранних зародышей.  

Обнаружено, что интенсивность флуоресценции (Iфлу) Rd123, свя-
занного митохондриями интактных ооцитов, в пересчете на интенсив-
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ность флуоресценции белковых триптофанилов составляла 3,96 отн. 
ед., в то время как данный параметр в суспензии ооцитов крупного ро-
гатого скота, замороженных в смеси (1,4М глицерин+0,3М сахароза) 
равнялась 2,31 отн. ед., что в 1,2 раза выше, чем этот показатель для 
ооцитов, криоконсервированных в смеси 1,5М этиленгликоль+0,3М 
сахароза, который равен 1,95. Интенсивность флуоресценции Rd123, 
накопленного митохондриями ооцитов, криоконсервированными в 
присутствии 1,5М 1,2-пропандиол+0,3М сахароза, составила 3,74 отн. 
ед., что в 1,9 и 1,6 раза выше, чем в ооцитах, замороженных в этиленг-
ликоле и глицерине, соответственно.  

Установлено, что свежевыделенные ооциты крупного рогатого ско-
та содержат 8,2 пМ АТФ на яйцеклетку, а после замораживания-
оттаивания, отмывки от криоконсерванта и перевода ооцитов в среду 
для регистрации хемилюминесценции, внутриклеточный уровень АТФ 
в ооцитах, замороженных с применением криопротектора, в состав ко-
торого входили 1,4М глицерин и 0,3М сахароза, составлял 4,5 
пМ/ооцит. Использование криоконсервирующей смеси, состоящей 
1,5М этиленгликоля+0,3М сахарозы, приводит к менее выраженной 
криозащите, внутриклеточное содержание АТФ в данном случае было 
4,3 рМ/ооцит. Наиболее высокую криопротекторную функцию прояв-
лял 1,2-пропандиол. Внутриклеточный уровень АТФ в ооцитах, замо-
роженных с использованием смеси 1,5М 1,2-пропандиола и 0,3М саха-
розы, составлял 7,0 пМ на ооцит, что лишь в 1,17 раза ниже внутри-
клеточного содержания АТФ в свежевыделенных, интактных ооцитах. 
Следовательно, использование комплекса пропандиол + сахароза по-
зволяет лучше других криопротекторов защитить ооциты от повреж-
дения при заморозке и сохранить их функциональную активность по-
сле оттаивания. 

Нами выявлено, что митохондрии клеток эмбрионов крупного ро-
гатого скота, подвергнутые глубокой заморозке в криопротекторной 
смеси, содержащей 1,4М глицерин и 0,3М сахарозу, накапливают зна-
чительное количество потенциал-чувствительного зонда Rd 123. От-
ношение интенсивности флуоресценции Rd123 к Iфлу триптофанилов в 
оттаянных после заморозки эмбрионах равна 2,9 отн. ед., что составля-
ет 80 % величины данного параметра в интактных, не подвергшихся 
замораживанию эмбрионах – Iфлу Rd123 равно 3,6 отн. ед.  

Оценка энергетического статуса клеток эмбрионов крупного рога-
того скота, криоконсервированных с использованием смеси 1,4М гли-
церина, как проникающего криопротектора, и 0,3М сахарозы, как не-
проникающего, показала, что внутриклеточный уровень АТФ в них 
лишь в 1,2 раза ниже, чем в незамороженных (5,1 пМ и 6,2 пМ на эм-
брион, соответственно). Следовательно, повреждающие условия глу-
бокой заморозки и последующее оттаивание менее критичны для эм-
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брионов, чем для ооцитов. Эмбрионы крупного рогатого скота с доста-
точно высоким потенциалом к дальнейшему развитию можно полу-
чать, используя в качестве криопротекторной системы глицерин в со-
четании с сахарозой. 

Заключение. 1. Криоконсервирование свежевыделенных ооцит-
кумулюсных комплексов коров в 1,5М растворе этиленгликоля обес-
печивает сохранность ооцит-кумулюсных клеток на уровне 100 % и 
получение 9,7 % дробящихся клеток. Замораживание ооцитов с пред-
варительным 20-часовым дозреванием позволяет получать после от-
таивания и оплодотворения лишь 5,6 % зародышей на начальных ста-
диях дробления.  

2. Глубокое криоконсервирование 2- и 4-клеточных зародышей в 
1,4М растворе глицерина с использованием сахарозы обеспечивает 
продолжение дробления у 9,5 и 8,3 % эмбрионов, соответственно. При 
использовании в качестве криофилактика 1,5М этиленгликоля 5,3 % 2-
клеточных эмбрионов продолжают дальнейшее дробление. 

3. Использование в качестве криопротектора 1,4М глицерина обес-
печивает сохранность после оттаивания и последующего культивиро-
вания поздних бластоцист хорошего качества на уровне 25 %. Приме-
нение по аналогичной схеме 1,5М этиленгликоля способствует сохра-
нению 50 % поздних бластоцист хорошего качества после оттаивания 
и 25 % после последующего культивирования. 

4. Использование катионного, потенциал-чувствительного зонда 
родамина 123, отражающего состояние митохондрий и люциферин-
люциферазного метода определения внутриклеточного уровня АТФ, 
показало, что наилучшей криопротекторной системой в криоконсерви-
ровании ооцитов крупного рогатого скота является смесь, содержащая 
1,5М 1,2-пропандиол и 0,3М сахарозу, а в криоконсервировании эм-
брионов крупного рогатого скота – 1,4М глицерин в сочетании с 0,3М 
сахарозой. 
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