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Проведена оценка эффективности технологии получения in vitro эмбрионов из женских 

половых клеток (ооцитов) после их экстракорпорального созревания и оплодотворения. Доля 

развития бластоцист (стадии пригодной для трансплантации и замораживания) в случае 

использования post mortem ооцитов составила 42% и в случае применения ооцитов, выделен-

ных прижизненно 26%. Ключевые слова: ооциты коров, in vitro, созревание, оплодотворе-

ние, эмбриональное развитие. 
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THE RESULT OF OBTAINING in vitro EMBRYO FROM COW OOCYTES ISOLETED 

POST MORTEM and BY USING OVUM PICK UP METHOD 

 

Singina G.N., Shedova E.N., Chinarov R. Yu., Taradaynic N.P. 

L.K. Ernst Federal Research Center for Animal Husbandry, Podolsk, Russia 

 

The effectiveness of the technology for obtaining in vitro embryos from bovine oocytes after 

their in vitro maturation and fertilization was assessed. The rate of oocytes developed to the blasto-

cyst stage (the stage suitable for transplantation and freezing) in the case of using post mortem oo-

cytes was 42%, while in the case of using oocytes isolated intravitally, it was 26%. Keywords: cow 

oocytes, in vitro, maturation, fertilization, embryonic development 

 

Введение. Развитие и внедрение в практику вспомогательных репродуктивных техно-

логий направленных на получение эмбрионов и их трансплантацию животным-реципиентам 

актуально для скотоводства так как позволяет увеличить темпы генетического прогресса в 

селекции крупного рогатого скота и повысить эффективность программ сохранения мало-

численных пород. Эмбрионы развиваются либо in vivo, либо in vitro. В обоих случаях целью 

является получение большего количества потомства от лучших и уникальных матерей [1-3].  

Суть технологии получения эмбрионов in vivo заключается в вызывании у коров-

доноров множественной овуляции с помощью гормональной обработки, их искусственном 

осеменении, вымывании эмбрионов и пересадке эмбрионов животным –реципиентам 

(MOET). In vitro эмбрионы пригодные для трансплантации развиваются из ооцитов, созрев-

ших и оплодотворенных в искусственных условиях. Получить ооциты можно как от живых 

животных (чаще всего методом трансвагинальной пункции фолликулов), так и post mortem 

непосредственно из яичников. При этом post mortem ооциты извлекаются лишь в ограничен-

ном количестве и однократно, в то время как трансвагинальную аспирацию фолликулов 

(ovum-pick-up, OPU) можно проводить длительное время и многократно [2]. Показано, что 

OPU — наиболее гибкий и воспроизводимый метод получения эмбрионов от живых доно-

ров. В отличие от MOET, OPU не препятствует нормальному воспроизводству и производ-

ственному циклу донора. Подходящим донором может стать любая самка в возрасте от 6 ме-

сяцев до 3-го месяца стельности и вскоре после отела (через 2-3 недели) [3]. В настоящее 

время OPU стала реализованной на практике альтернативой традиционной программе полу-

чения эмбрионов in vivo [3, 4] и все чаще используется в коммерческих целях во всем мире 

[5-7]. Получение эмбрионов in vitro (in vitro embryo production, IVEP) c использованием post 

mortem ооцитов применимо в основном в исследовательских работах, где требуется большое 

количество дешевого экспериментального материала. 

В течение ряда лет, нами проводилась работа по моделированию и усовершенствова-

нию технологии IVEP у крупного рогатого скота и в данной публикации нами представлены 

результаты оценки ее эффективности как в контексте использования post mortem, так и OPU 

ооцитов.  

Материал и методы исследований. Исследования проводили на базе лаборатории 

экспериментальной эмбриологии ФГБНУ Федерального исследовательского центра живот-

новодства – ВИЖ имени академика Л. К. Эрнста. Для получения женских половых клеток 

(ооцитов) post mortem, яичники коров и половозрелых телок, отобранные на мясокомбинате 

после убоя, доставляли в лабораторию в течение 4-6 ч, освобождали от прилегающих тканей 

и многократно отмывали в стерильном физиологическом растворе, содержащем пенициллин 

(100 МЕ/мл) и стрептомицин (50 мкг/мл). Ооцит-кумулюсные комплексы (ОКК) выделяли из 

яичников посредством рассечения лезвием стенок фолликулов и промывали 3 раза в среде 

ТС-199, содержащей HEPES (25 мМ), Na-пируват (0,5 мМ), ФБС (5%), гепарин (10 мкг/мл) и 

гентамицин (50 мкг/мл). Одновременно с промывкой проводили морфологическую оценку 

извлеченных ОКК, отбирая для дальнейшего культивирования ооциты согласно общеприня-

тым критериям [8]. 
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OPU-ооциты получали от половозрелых телок симментальской породы (n=6) с есте-

ственным половым циклом. Пункцию фолликулов выполняли раз в неделю с использовани-

ем OPU-системы для крупного рогатого скота («Minitube», Германия), включающей ультра-

звуковой сканер SSD Pro Sound 2, конвекциональный секторный зонд, вакуумный насос и 

держатель зонда. Аспирацию всех видимых фолликулов проводили иглой диаметром 1,2 мм 

и длиной 75 мм, соединенной силиконовым шлангом с флаконом объемом 50 мл. В качестве 

аспирационной жидкости использовали фосфатно-солевой буфер (ФСБ) с добавлением 10% 

ФБС, 18 МЕ/мл гепарина и 50 мг/мл гентамицина. Аспираты от каждого донора фильтровали 

индивидуально, промывали с использованием ФСБ, дополненного 1% ФБС, после чего под 

стереомикроскопом искали и оценивали ОКК. Выделенные ОКК разделяли на пригодные для 

культивирования in vitro (включая ооциты, лишенные клеток кумулюса) и не пригодные для 

культивирования in vitro (с явными цитоплазматическими аномалиями).  

После селекции выделенные post mortem и методом OPU ооциты в течение 24 ч инку-

бировали с целью созревания в среде ТС-199, содержащей HEPES (25 мМ), Na-пируват (0,5 

мМ), фолликулостимулирующий и лютеоинизирующий гормоны (по 10 мкг/мл), эпи-

дермальный фактор роста (10 нг/мл), а также ФБС (10 %) и гентамицин (50 мкг/мл). с после-

дующим их in vitro оплодотворением (in vitro fertilization, IVF). Для IVF созревшие ОКК од-

нократно промывали в среде BO-IVF (IVF Bioscience, Великобритания) и помещали в капли 

той же среды за 30 мин до контакта со сперматозоидами. Ооциты оплодотворяли с использо-

ванием фракции активных сперматозоидов, полученных методом swim-up [9]. Соломинку с 

замороженной спермой размораживали, содержимое соломинки переносили на дно проби-

рок, содержащей 1 мл среды Sperm-TALP [10], и помещали в инкубатор на 50 мин. После 

инкубации из пробирки отбирали верхний слой объемом 750 мкл, переносили его в другую 

пробирку содержащую среду Sperm-TALP и при 300 g в течение 7 мин. Полученный осадок, 

содержащий подвижные спермии, вносили в среду BO-IVF (IVF Bioscience, Великобритания) 

с предварительно перенесенными туда созревшими ОКК, так чтобы конечная концентрация 

мужских половых клеток в среде BO-IVF составила 1х106 сперматозоидов на мл. Половые 

клетки совместно культивировали в течение 12-14 ч, после чего ооциты осторожно освобож-

дали в среде HEPES-TALP [9] от клеток кумулюса и налипших сперматозоидов и помещали 

в среду для эмбрионального развития. 

Эмбрионы культивировали в 4-луночных планшетах (Nunc, Дания) в каплях среды BO-

IVC (IVF Bioscience, Великобритания) объемом 500 (для post mortem-ооцитов) или 100 мкл 

(для OPU-ооцитов) под слоем минерального масла в инкубаторе при температуре 38,5С и 

газовой атмосфере, содержащей 5% СО2, 5% О2 и 90% N2. В обоих случаях через 3 суток 

культивирования проводили смену среды и морфологическую оценку доли раздробившихся 

зигот, на 5-е сутки в капли среды BO-IVC добавляли ФБС (2,5%), на 7-е сутки культивирова-

ния подсчитывали число эмбрионов, развившихся до стадии бластоцисты (Бл), а на 10-е чис-

ло эмбрионов, достигших стадии вылупившейся Бл. Часть 7-ми дневных Бл фиксировали и 

окрашивали DAPI как описано ранее [11] с целью оценки в них количества ядер. 

Результаты исследований. В случае получения in vitro эмбрионов с использованием 

post mortem ооцитов доля созревших ооцитов (отношение ооцитов с полярными тельцами к 

исходному количеству оплодотворенных ооцитов определяемое после процедуры IVF в про-

цессе освобождения яйцеклеток от кумулюсных клеток и сперматозоидов) составила 

86,57±3,29%, а доля раздробившихся ооцитов (сформированных эмбрионов всего) после их 

оплодотворения in vitro – 70,80±3,51%. Также согласно морфологической оценки 

42,30±3,20% оплодотворенных ооцитов достигало стадии Бл. 

О качестве полученных бластоцист судили по общему числу, содержащихся в них ядер, 

а также по способности ими достигать стадии вылупившейся Бл. Обнаружено, что в эмбрио-

нах, определённых по морфологическим критериям как Бл, содержалось в среднем 90 ядер, 

что подтверждало их высокое качество, 70% полученных бластоцист выходило через 3 дня 

дополнительного культивирования из зоны пеллюцида, что в свою очередь указывало на их 

высокую жизнеспособность.  
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При проведении работ по выделению ооцитов методом OPU значение среднего числа 

пунктированных фолликулов на одну сессию OPU составило 7,36, а степень извлечения ОКК 

–54,35% соответственно. При этом показатель среднего числа фолликулов был вариабель-

ным и зависел от донора. 85% ОКК, выделенных из фолликулов животных-доноров, были 

признаны пригодными для получения эмбрионов в системе in vitro. Уровень ядерного созре-

вания OPU-ооцитов и их дробления после оплодотворения in vitro не отличались от значе-

ний, полученных для post mortem ооцитов. Тем не менее, обнаружены различия в доли опло-

дотворенных ооцитов, достигших стадии бластоцисты, которая была для OPU ооцитов в 1,6 

раза ниже, чем для post mortem ооцитов. При этом качество и жизнеспособность полученных 

бластоцист существенно не отличалась (в среднем в Бл было 77 ядер, доля вылупления Бл 

составила 59%). 

Заключение. Нами сделан вывод, что предложенная технология IVEP позволяет эф-

фективно получать эмбрионы крупного рогатого скота как с использованием OPU, так и post 

mortem ооцитов. При этом, более низкие показатели развития бластоцист (стадии эмбрио-

нального развития на которой происходит замораживание и трансплантация) из донорских 

ооцитов, очевидно, являются следствием применения к ним менее жестких критериев оценки 

качества с точки зрения их пригодности к культивированию in vitro. 
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