
Из таблицы 3 следует, что в сыворотке крови облученных животных и крыс, подвергЦ1ихся стрессу и со
четанному действию ионизирующеrо излучения и стресса значения концентрации прогестерона близки к кон
трольным 

Заключение. В результате проведенного исследования было выявлено, 'ПО самые выраженные измене
ния в концентрации прогестерона наблюдались на 3 сутки после облучения, стресса, сочетанного действия 
облучения и стресса В сыворотке крови всех трех опытных групп отмечалось резкое снижение содержания 
гормона. Такое изменение концентрации прогестерона, вероятно, было результатом развития стресс-реакции в 

первые сутки после воздействия стрессорного и радиационного факторов. На 10 сутки происходило увеличение 
содержания гормона. а к 30 суткам значения концентрации прогестерона в крови опытных животных были близ
ки к контрольным значениям, что свидетельствует о проявлении эффектов на ранних стадиях. 

В заключении необходимо отметить, что выяснение молекулярных механизмов изменения эндокринной 

регуляции после действия острого ионизирующего излучения при сравнительно малых дозах внешнего дейст

вия радионуклидов на фоне острого стрессорного воздействия является одной из наиболее актуальных и ост

рых в настоящее время проблем радиобиологии и медико-биологической науки. Это обусловлено несколькими 
причинами, основными из которых являются радиоэкологическое загрязнение территорий Беларуси после Чер

нобыльской трагедии, рост числа сопутствующих заболеваний, в особенности репродуктивных дисфункций, и 

необходимость разработки новых методов прогноза, лечения и профилактики различных отклонений у людей. 
подвергшихся радиационным и стрессорным воздействиям. 
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В опытах установлено, что добавление в среду для оплодотворения эстрофана в концентрации 50 
мкг/мл позволяет получать 18,5% эмбрионов на стадии морула-бластоциста. Воздействие направленного 
поляризованного света в течение 10 сек с интенсивностью 40 мВт!см2 приводит к повышению выхода 
преимплантационных эмбрионов на 3, 8%. Изучено функциональное состояние заморожен но-оттаянной 
спермы после капацитации 

ln experiences it is estaЫished. that addition оп Wednesday for fertJ/ization of estrophane т conceпtration of 50 
тkg/т/ allows to receive 18,5 % of embryos гt а stage morula-Ыastocistis. lnflиence of directed polarized light during 
10 с. with intensity 40 mVt/cт2 leads to increase of ап output treтplantacюnnich eтbryos оп з. 8 %. The functюnal 
coпdition of the zamoroaeпo-thawn sperт after kapacitacii is studied. 

Введение. ,А.ктивное внедрение клеточных репродуктивных технологий в животноводство явnяется при

оритетным в экономической политике многих стран мира. Резкое снижение воспроизводительной функции вы
сокопродуктивных молочных коров становится мировой проблемой, решение которой заключается в примене

нии современных достижений биотехнологии репродукции, к которой относится и технология получения преим

плантационных эмбрионов из созревших вне организма яйцеклеток. В настоящее время во многих лаборатори
ях мира разработаны системы дозревания ооцитов из яичников убитых на мясокомбинате коров 

Успешное оплодотворение яйцеклетки как iп vivo .. так и iп vitro происходит при выполнении двух условий: 
яйцеклетка должна созреть, а сперма пройти подготовку к оплодотворению. В естественных условиях сперма
тозоиды в половых путях самки в течение нескольких часов претерпевают существенные изменения, необходи

мые для приобретения ими оплодотворяющей способности. Они состоят в преобразовании строения клеточных 
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мембран на головке сnермиев, слиянии плазматической мембраны с оволемой (акросомная реакция), а также в 

обеспечении исходно неподвижных половых клеток необходимыми веществами для придания им плавательной 
активности. Этот процесс в естественных условиях занимает несколько часов. В искусственных условиях подго

товка спермы к оплодотворению (капацитация) происходит значительно быстрее. Окончательной стадией пре
образования спермиев при постановке опытов in vitro можно считать приобретение ими оплодотворяющей спо
собности. 

Многочисленные исследования показали, что капацитации сперматозоидов вне организма способствуют 

факторы, дестабилизирующие состояние их мембран, индуцирующие их акросомную реакцию, повышающие 
оплодотворяющую способность. Ряд ученых показали высокую эффективность влияния кофеина на капацита

цию спермиев [1, 2, З]. Присутствие простагландина в организме самки положительно сказывается на жизнеспо
собности спермиев. Однако данные литературы по влиянию простагландина на сперматозоиды в условиях iп 

vitro противоречивы: он либо несколько подавляет, либо не влияет на морфологию акросом и подвижность 
сперматозоидов (4, 5]. 

Имеется ряд работ, в которых сообщается о положительном воздействии физических факторов на созре
вание яйцеклеток. Отмечается положительный эффект стимуляции развития клеток импульсным электриче
ским полем, гелийнеоновым лазером. Ранее было доказано положительное влияние постоянного магнитно1·0 

поля на качественные показатели спермы при искусственном оплодотворении [6, 7]. 
В технологии in vitro чаще всего используют замороженно-оттаянную сперму быков. Замораживание и 

последующее оттаивание спермиев индуцирует развитие неблагоприятных внутриклеточных изменений 

(увеличение уровня реактивных форм кислорода, повреждение мембранных структур), снижает выживаемость 
и функциональную активность клеток. Плазматическая мембрана сперматозоидов содержит достаточно боль

шое количество ненасыщенных жирных кислот, подвергаемых перекисному окислению, что вызывает ее деста

билизацию, нарушение ионного гомеостаза клетки, снижение потенциала митохондрий и плазматической мем

браны, фрагментацию ДНК, падение и без того низкой антиоксидантной защиты [8, 9, 10]. 
В связи с еышеизлсженнь!м це.nью данной работы явилось nсsь~шение эффективности сnлодствср~:с 

щей способности спермиев вне организма с использованием гормональных и биофизических способов воздей· 
ствия, установление метаболических критериев жизнеспособности спермиев. 

Материал и методика исследований. Исследования были проведены в лаборатории генетики сель
скохозяйственных животных РУП «Научно-производственный центр НАН Беларуси по животноводству» и лабо
ратории биофизики и инженерии клетки ГНУ «Институт биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси» 

Объектом исследований служила заморожено-оттаянная сперма крупного рогатого скота_ После размо

раживания сперму помещали в пробирку с 1 мл питательной среды и ставили в термостат на 1 час с целью раз
деления подвижных и неподвижных (погибших) спермиев. В качестве основной питательной среды для капаци
тации использовали среду Тироде. С целью повышения эффективности созревания спермиев к основной пита
тельной среде добавляли синтетические аналоги простагландина F2a эстрофан и тимэстрофан в количестве 25. 
50, 100 мкг/мл. В качестве капацитирующеrо агента использовали гепарин (150 ед/мл) и кофеин в различных 
дозах (2, 4, 8 мг/мл р-ра) . Дальнейшие манипуляции со спермой проводили согласно общепринятым методи
кам: методы разбавления, центрифугирования, ресуспендирования и инкубации в различных средах. Затем 
сперму в количестве 1 · 106 сперматозоидов в 1 мл добавляли к созревшим к этому времени ооцитам для опре
деления ее оплодотворяющей способности. Ооцит-кумулюсные комплексы (ОКК) выделяли рассечением ткани 
яичников, полученных на мясокомбинате после убоя животного. Созревание ооцитов проводили по разработан
ной нами схеме в течение 24 часов в С02-инкубаторе во влажной среде при температуре 39°С и присутствии 
5% С02 в воздухе. Совместная инкубация спермы и ооцитов продолжалась 18-20 часов при температуре З9°С в 
атмосфере с 5% СО2 и максимальной влажности. С целью увеличения жизнеспособности спермы изучалось 
влияние лазерного излучения и направленного поляризованного света на жизнеспособность и оплодотворяю

щую способность сперматозоидов путем воздействия данных Физических сЬактооов на свежеоазмоооженнvю 
сгiерму и после ее каnацитации Для .проведения работ использовали магните-лазерный аппара~ «Ве~тор-03>; и 
лампу поляризованного света «Биоптрон». На свежеразмороженную сперму воздействовали лазерным лучом с 
частотой 5 и10 Гц в течение 10 и 20 сек. Поляризованным светом воздействовали на сперму либо сразу после 
проведения swim-up процедуры, либо после процесса капацитации в течение 10 сек. Эффективность капацита
ции определяли по уровню дробления и выходу жизнеспособных зародышей. 

Была проведена сравнительная характеристика функционального состояния замороженно-оттаянных 
сперматозоидов быков-производителей после капацитации в течение 2-х часов путем определения интенсивно

сти перекисного окисления липидов, внутриклеточного содержания АТФ (адезинтрифосфата), интенсивности 
дыхания и мембранного потенциала. 

Все манипуляции с яйцеклетками. оценку активности сперматозоидов, стадий развития и качества ран
них эмбрионов крупного рогатого скота проводили под микроскопом МБС-10 при увеличении в 56 крат. 

Результаты исследований. Изучено влияние синтетических аналогов простагландина F2a (эстрофана. 
тимэстрофана) на оплодотворяющую способность спермиев крупного рогатого скота при получении эмбрионов 
вне организма (табл. 1). 

В результате исследований установлено, что добавление в среду для капацитации как эстрофана, так и 
тимэстрофана в дозе 50 мкг/мл привело к увеличению уровня дробления по сравнению с контролем на 3, 1-
2.3%, соответственно Уменьшение концентрации простагландина до 25 мкг/ мл снижало уровень дробления 
как по сравнению с контролем на 8,8-10,4%, так и с вышеуказанной группой на 11,9 - 12,5%, соответственно. 
Увеличение концентрации эстрсфана до 100 мкг/мл привело к значительному снижению уровня дробления -- на 
13,5% по сравнению с контролем. Однако в данной группе был самый высокий выход эмбрионов на преимплан
тационных стадиях развития- 16,6%, что выше по сравнению с группами капацитирующимися в среде с добав
лением 25 и 50 мкг эстрофана на 9, 1-5,5%. а тимэстрофана - на 7,8-5,7%. 

При добавлении эстрофана в среду для оплодотворения уровень дробления составил 29,6%, но при 
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этом было получено 10 эмбрионов на стадии морула-бластоциста, что составило 18,5% от числа ооцитов, по
ставленных на созревание. 

Таблица 1 - Влияние эстрофана и тимэстрофана на оплодотворяющую способность сnермиев 

Варианты Концентра- Количество Уровень дробле- Выход морул-

опыта ЦИR, ооцитов, НИR, бластоцист, 
мкг/мл п п-% п-% 

Контроль - 46 19--41,3 7-15,2 

25 40 13-32,5 3-7,5 
Эстрофан в среде ДЛR 50 27 12--44,4 3-11, 1 
капацитации 

100 54 15-27,8 9-16,6 

Эстрофан в среде для 
25 54 16-29,6 10-18,5 

оплодотворения 

Тимэстрофан в среде для 25 68 21-30,9 6-8,8 
капацитации 50 46 20--43,4 5-10,9 

При подготовке спермы к оплодотворению вне организма в качестве капацитирующего агента широко 

используется гепарин. Однако встречаются работы, где указано, что применение кофеина также способствует 
успешному прохождению процедуры капацитации. Наши исследования показали, что использование кофеина 

не способствовало повышению оплодотворяющей способности спермы (табл. 2). 

Таблица 2 - Эффективность применения кофеина в качестве каnацитирующего агента 

Концентрация кофеина, Всего оплодотворе- Уровень дробления, Выход морул-

мг/мл р-ра но клеток, п п-% бластоцист, п-% 

2 40 8-20,0 3-7,5 

4 32 5-15,6 -

8 27 7--25,9 4-14,8 

Контроль (гепарин) 36 14-38,9 6-16,7 

Уровень дробления по сравнению с контрольной группой был ниже и составлял от 15,6 (при концентра
ции кофеина 4 мг/мл раствора) до 25,9% (при концентрации кофеина 8мг/мл раствора). При этом выход морул
бластоцист при использовании кофеина в концентрации 2 мг/мл составлял 7,5%, при использовании концентра
ции 8 мг/мл - 14,8%, что ниже по сравнению с контролем на 9,2-1,9%. При концентрации кофеина 4 мг/мл nре
имплантационных эмбрионов не получено. 

Воздействие пазерного луча с частотой 5 Гц в течение 1 О сек. на свежеразмороженную сперму позволи
ло получить 44, 1 % дробящихся клеток от числа поставленных на культивирование (15 из 34), а также 5 эмбрио
нов на стадии морула-бластоциста, что составляет 14,7% от оплодотворенных клеток. Увеличение времени 
экспозиuии лазерного луча до 20 сек. не позволило получить дробяшихся клеток. После воздействия лазерным 
лучом мощностью 10 Гц в течение 10 сек. было получено 8 клеток на 8-16 клеточной стадии, что составило 
25,0% от числа поставленных на культивирование. Зародышей на преимплантационных стадиях не получено 
По-видимому., воздействие лазерного излучения непосредственно на клетки после разморозки носит неодно

значный характер и требует дальнейших углубленных исследований. 

Изучено влияние направленного поляризованного света на физиологические показатели и оплодотво

ряющую способность спермиев крупного рогатого скота при получении эмбрионов вне организма (табл. 3). 

Таблица З - Влияние направленного поляризованного света на эффективность капацитации 

замороженно-оттаянной спермы крупного рогатого скота 

Сроки воздействия поляризован- Всего Уровень Выход морул-

ным светом оплодотворено кле- дробления, бластоцист, 
ток, п п-% n-% 

После swim-LJP 
24 6-25,0 4-16,7 

процедуры 

Перед оплодотворением 
31 17-54,8 4-12.9 

В результате исследований установлено, что воздействие пол>~ризованноrо света в течение 1 О сек. види
мых изменений таких показателей, как подвижность и уровень агрегации, не вызывало. В то же время при об

работке спермы после swim-up процедуры выход дробящихся эмбрионов составил 25,0% от числа поставnен
ных на культивирование (6 из 24), из них 16,7% развились до ранней морулы После воздействия поляризован
ным светом на сперму после её капацитации было получено 17 дробящихсR зародышей. что составило 54,8% 
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Однако выход зародышеи на преимг~лантационных стадиях в данном опыте был ниже и составил 12,9% от чис
ла опr1с!дотвореннi::.1х_ 

Проведенг сраьнительная характеристика функционального состояния замороженно-опаянных сперма
тозоидов в з.ав>1с.:11мости от индивидуальных особенностей животных и способа заморозки спермы (табл. 4). 

Сперма быков Герой и Химо:зин была заморожена в пайеттах. а быка 500179 в гранулах. Исследовались 
такие показатели. ка~. интенсивность перекисного окисления липидов. внутриклеточное содержание АТФ, интен

сивность дыхани~1 и мембранный потенциал. 

Как видно !11<' Г!риведенной таблицы, lровень перекисного окисления липидов был выше у Химозина по 
сравнению с Героем на 0,57-О,7·1 усл.ед.110 кл. и спермой в гранулах на 0,58-0,76 усл.ед./10G кл .. соответствен
но. 

1 
Способ 

заморозки 
j 

сr~ермы. бы-

1 
ки 

1 Герой 
1 Химозин 

L 500119 

Табл~щ<! 4 -- Срав1-1ительная характеристика функционального состояния 
замороженно-оттаянной спермы после капацитации 

• "ко___,"4_"""'...., 

Внутриклеточное ! Интенсивность Интенсив- Мембранный 
перекисного содержание АТФ, ность потенциал, мВ 

окисления липидов нМ/106 кл дыхания. 

усл.ед.11 ае кл tg а 

0,89-0,97 1,17-1,60 0.45-0,63 -35 мВ 

! 1.46--1,68 0,23-0,36 0,11-0,15 -18 мВ 

0.88-0,92 0,97-1.25 0.41-0.54 -33 мВ 
-

1 

В то же 13ремя внутриклеточное содержание АТФ как одного из показателей жизнеспособности у клеток 
спермы Геро~ co('·ratЗV!ЛO 11 17-1,60 нМ/106 

t<J!., что превышало аналогичный показатель кnеток, за~.11ороженнь!х в 
гранулах на 0,2-0,35 нМ/106 кл .. а клеток Химозина - 0,94-1,24 нМ/106 кл. Интенсивность дыхания клеток Героя и 
быка 500179 находиJШС!:.· на одинаковом уровне и значительно превышала интенсивность дыхания клеток Химе·· 
зина. Аналоп11чнал зависимость наблюдается и по мембранному потенциалу -35-33мВ против -18 мВ. Выход 
эмбрионов при оплодотворении созревших ооцитов спермой Героя составил 17,3%; спермой быка 500179 -
16,4%; при использовании спермы Химозина преимплантационных эмбрионов получено не было. 

Заключение. Добавление в среду для капацитации 50 мкг/мл простагландина увеличивало уровень дроб· 
ления на 2.З-3,1 %. но при этом снижался выход эмбрионов на преимплантационных стадиях. Увеличение кон
центрации эстрофана s среде для капацитации до 100 мкг/мл. а также добавление его в среду дпя оплодотво · 
рения позволипо увеличить выход эмбрионов на стадии морула-бластоциста до 16.6---18.5%. 

При использовании в качестве капацитирующеrо агента кофеина в количестве 8 мг/мл при подrотоR~е 
спермы крупного рогатого скота для оплодотворения in vitro выход эмбрионов составил 16,7% при уровне дроб
ления 25,9%. 

Воздействие направленного поляризованного света на сперматозоиды после их созревания более эф

фективно по сравнению с воздействием на неё сразу после swim-up процедуры, выход преимплантационных 
эмбрионов составил ·16.7% против 12,9%. Использование лазерного излучения позволило получить 14,7% мо
рул-бластоцист. 

Интенсивность дыхания сперматозоидов 0,41-0,63 tg, интенсивность перекисного 01<исления липидов --
0,88-0,97 усл.ед.111!6 кл .. внутриклеточное содержание АТФ - 0,97-1,60 нМ/106 кл. и мембранный потенциал -
ЗЗ-35мВ позволяю; получать при оплодотворении созревших in vitro ооцитов крупного рогатого скота 16,4-
17,3% преимnлантац\юнных эмбрионов при уровне дробления 39,8-42.3%. 

Выводы Повьш.1ение эффективности оплодотворяющей способности спермы вне организма можно до<> 
тигнуть введениеw1 25 мкr/мл эстрофана в среду для оплодотворения, при этом выход преимплантационных 
эмбрионов составит "18 5%,. Воздействие направленного поляризованного света в течение 1 О сек. с интенсивно
стью 40 мВт/см2 позfюляет увеличить выход морул-бластоцист на 3,8%. 
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