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РЕФЕРАТ 
Получение эмбрионов сельскохозяйственных живот-
ных in vitro – это один из методов вспомогательных 
репродуктивных технологий (ВРТ), который может 
применяться как прижизненно, так и постмортально. 
Цель и задачи: провести исследование эффекта эст-
ральной сыворотки крупного рогатого скота на мейо-

тическое созревание ооцита крупного рогатого скота (КРС) и ранний эмбриогенез до 
развития бластоцист, при добавлении в среду для дозревания ооцит-кумулюсных ком-
плексов (ОКК). Было проведено слепое рандомизированное контролируемое исследова-
ние по влиянию эстральной сыворотки крупного рогатого скота на развитие бластоцист 
при добавлении в среду для дозревания ОКК. Эстральную сыворотку получали из крови 
клинически здоровых коров с ярко выраженными признаками стадии возбуждения поло-
вого цикла. Исследование проводились в условиях промышленного животноводства при 
реализации коммерческого проекта в Вологодской и Рязанской областях. Материалом 
для исследования являлись ооцит-кумулюсные комплексы, полученные методом при-
жизненной аспирации от 89 коров голштинской породы с молочной продуктивностью 
более 10 тыс. кг. за лактацию. Ооцит - кумулюсные комплексы были разделены на 2 
группы: 1 группа (контроль) – дозревание ооцитов проводилось в коммерческой среде 
IVM (производство Китай) без добавления эстральной сыворотки, 2 группа (опыт) – до-
зревание ооцитов проводилось в коммерческой IVM среде с добавлением эстральной 
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сыворотки в концентрации от 5 до 15%. Содержащиеся в эстральной сыворотке гормо-
ны, ростовые факторы и биологически активные вещества не оказывают эффекта на до-
стижение ОКК стадии метафазы II мейоза, а также на этапе дроблений, более того, про-
слеживается негативный эффект на этих стадиях развития. Однако содержащиеся в эст-
ральной сыворотке вещества способны аккумулироваться в ОКК на стадии дозревания 
до метафазы II мейоза, при этом усиливая потенциал ооцитов к эмбриональному разви-
тию и в дальнейшем положительно влиять на достижение ими стадии бластоцисты. Раз-
ница в образовании бластоцист от дробящихся эмбрионов достигает более 25%, а разни-
ца в образовании бластоцист от жизнеспособных ОКК, дозреваемых в средах без добав-
ления сыворотки и модифицированных эстральной сывороткой составляет 37,5% в поль-
зу последних. 

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
Сохранение и преумножение суще-

ствующего поголовья скота является важ-
ной стратегической задачей, которая 
обеспечивает продовольственную без-
опасность страны и нивелирует зависи-
мость от импорта генетически ценных 
высокопродуктивных животных. Получе-
ние эмбрионов сельскохозяйственных 
животных in vitro – это один из методов 
вспомогательных репродуктивных техно-
логий (ВРТ), который может применяться 
как прижизненно, так и постмортально. 
Благодаря технологии получения эмбрио-
нов появляется возможность преумно-
жать потомство от высокоценных в хо-
зяйстве коров, чьих телят будут вынаши-
вать менее ценные особи [1,2]. 

Метод получения эмбрионов in vitro 
включает: прижизненное или постмор-
тальное извлечение из овариальных фол-
ликулов ооцит – кумулюсных комплексов 
методикой фолликулярной аспирации или 
овариальной резекции, их последующее 
созревание до стадии метафазы II мейоза, 
оплодотворение in vitro и дальнейшее 
культивирование эмбрионов до стадии 
бластоцисты. Данный метод позволяет в 
короткие сроки оптимизировать селекци-
онную работу с поголовьем за счёт боль-
шого количества потомков, полученных 
от высокопродуктивных особей [3]. 

Экстракорпоральное созревание ооци-
тов (in vitro maturation, IVM) — первый 
эмбриологический этап получения эмбри-
онов in vitro (in vitro embryo production, 
IVP). Исходная популяция ооцит-
кумулюсных комплексов гетерогенна, 
поэтому состав среды для дозревания, 
состав газовой смеси, которые окружают 

ооциты вне организма, критически влия-
ют на их качество и успех всех проведён-
ных манипуляций, что делает данное 
направление объектом большого количе-
ства исследований и дискуссий [4-6].  

Цель и задачи данного исследования: 
провести исследование эффекта эстраль-
ной сыворотки крупного рогатого скота 
на мейотическое созревание ооцита и 
ранний эмбриогенез до развития бласто-
цист, при добавлении в среду для дозре-
вания ооцит-кумулюсных комплексов 
(ОКК).  

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ / 
|MATERIALS AND METHODS 

Было проведено слепое рандомизиро-
ванное контролируемое исследование по 
влиянию эстральной сыворотки крупного 
рогатого скота на развитие бластоцист 
при добавлении в среду для дозревания 
ОКК. Эстральную сыворотку крови полу-
чали из крови клинически здоровых ко-
ров с ярко выраженными признаками ста-
дии возбуждения эстрального цикла. Из 
яремной вены было получено 200 мл кро-
ви в стерильные пробирки объемом 50 
мл. без добавления коагулянта. Далее 
пробирки с кровью отстаивались при ком-
натной температуре 20 часов до образова-
ния сгустка и отделения сыворотки. Сы-
воротку помещали в стерильные пробир-
ки 10 мл и центрифугировали в течение 
15 мин при 300G. После центрифугирова-
ния супернатант отбирали в стерильные 
пробирки 10 мл и инактивировали на во-
дяной бане при температуре +560С в тече-
ние 30 мин. Затем сыворотка двукратно 
пропускалась через фильтр с диаметром 
пор 22µм, и готовили аликвоты в стериль-
ные пробирки по 1 мл, которые храни-
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лись при - 200С. Перед добавлением сы-
воротки в среду культивирования ее деф-
ростировали при комнатной температуре.  

 Исследование проводились в услови-
ях промышленного животноводства, в 
ходе реализации коммерческих пилотных 
проектов. Материалом для исследования 
являлись ооцит-кумулюсные комплексы, 
которые были получены методом прижиз-
ненной аспирации от 89 коров голштин-
ской породы с молочной продуктивно-
стью более 10 тыс. кг. за лактацию.  

Прижизненную пункцию фолликулов 
выполняли с применением сакральной 
эпидуральной анестезии, с использовани-
ем OPU-системы (Бразилия) для крупного 
рогатого скота, ультразвукового сканера 
CHESON (Китай), адаптера для микро-
конвексного датчика (Россия), вакуумной 
помпы для аспирации (Бразилия). Аспи-
рацию фолликулов проводили иглой диа-
метром 18G и длиной 55 мм. В качестве 
аспирационной жидкости использовали 
среду Дюльбеко с добавлением гепарина 
400 МЕ, гентамицина 0,2 мл, BSA 1г, на 
400,0 мл среды (Россия). 

Полученные ОКК оценивали морфо-
логически визуальным методом на при-
годность к дальнейшему созреванию, де-
нудированные ооциты (без слоя кумулюс-
ных клеток) и ОКК с признаками дегене-
рации в работу не брали. Ооцит - куму-
люсные комплексы были разделены на 2 

группы: 1 группа (контроль, n=219 ОКК) 
– дозревание ооцитов проводилось в ком-
мерческой среде IVM (Китай) без добав-
ления эстральной сыворотки,  ОКК, 2 
группа (опыт, n =119 ОКК) – дозревание 
ооцитов проводилось в коммерческой 
IVM среде (Китай) с добавлением эст-
ральной сыворотки.  ОКК культивирова-
ли in vitro группами в каплях, под мине-
ральным маслом, в течение 24 часов в 
среде для дозревания ооцитов с добавле-
нием эстральной сыворотки коров 
голштинской породы в концентрации от 5 
до 15%. Все этапы культивирования про-
водились в планшетном инкубаторе 
(производство Бразилия) в увлажненной 
газовой среде, при температуре 38.50С, 
состав мультигазовой смеси 5%O2, 5%

CO2, 90%N2. Далее ооциты оплодотворяли 
in vitro, размороженным на водяной бане 
при 360С 30 сек. сексированным семенем 
быков, обработанным в градиенте Percoll 
90% и 45%. После оплодотворения, через 
24 часа, проводили денудацию зигот, по-
сле чего осуществляли визуальную оцен-
ку дробления и раннего развития эмбрио-
нов на 3 и 5 сутки культивирования in 
vitro.  На 7-8 сутки образовавшиеся бла-
стоцисты витрифицировались. Все мани-
пуляции с гаметами и эмбрионами прово-
дились в асептических условиях с приме-
нением культурального пластика прошед-
шего тест на эмбриотоксичность [7,8]. 
Статистическую обработку полученных 
данных, для оценки значимости различий 
в группах проводили с помощью пакета 
анализа Microsoft Office Exсel 2019 c ис-
пользованием t-критерия Стьюдента.  

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
От 50 голов было получено 286 ОКК, 

из этого количества жизнеспособными и 
пригодными для IVM признано 219, кото-
рые дозревали в среде без добавления 
эстральной сыворотки коров (1 группа), и 
от 39 голов - 162 ОКК, жизнеспособными 
и пригодными для IVM признано 119, 
которые дозревали в среде с добавлением 
10%  эстральной сыворотки коров (2 
группа). Во время аспирации в среднем 
на голову было получено 5,72 ОКК от 
первой группы коров и 4,15 ОКК от вто-
рой группы коров. Сразу после аспирации 
жизнеспособными и пригодными к даль-
нейшим этапам были признаны 219 ОКК 
в первой группе и 119 ОКК во второй 
группе. Результаты представлены в таб-
лице 1.  

Следующим важным шагом было до-
зревание ОКК до стадии метафазы II мей-
оза, в первой группе дозрели 74 ОКК, что 
составляет 33,8% от жизнеспособных 
ОКК, во второй группе 15 ОКК, что со-
ставляет 31,1% от жизнеспособных ОКК. 
Из них начали дробиться 46 зигот в пер-
вой группе (62,2%) и 15 зигот во второй 
группе (40,5%), наблюдаемые различия в 
исследуемых группах статистически зна-
чимы (уровень значимости t-критерия 
Стьюдента р<0,05). Из дробящихся эм-
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брионов первой группы дозрели до ста-
дии бластоцисты 15, что составляет 
15,2% от общего числа дроблений, во 
второй группе – 9, что статистически до-
стоверно (уровень значимости р<0,05).  
составляет 60% от общего числа дробле-
ний.   

Также было проведено сравнение вли-
яния различной концентрации эстральной 
сыворотки коров на дозревание ОКК до 
стадии метафазы II. Оценивалась эффек-
тивность добавления в среду для IVM 5%, 
10% и 15% эстральной сыворотки. На 
исходное качество ОКК, а также на коли-
чество жизнеспособных из них влияют 
многие причины, которые связанные с 
паратипическими факторами, которые 
ассоциированы с конкретной самкой 
(возраст, направление и уровень продук-
тивности, порода, физиологическое со-
стояние, сбалансированность рациона, 
вакцинация, сезон года и др.). Однако, 
результат дозревания ОКК до стадии ме-
тафазы II мейоза, в том числе, зависит от 
состава культуральной среды, времени и 
условий культивирования. Жизнеспособ-

ные ооцит-кумулюсные комплексы, полу-
ченные в результате аспирации, в опыт-
ной группе случайным образом были раз-
делены на группы, которые культивиро-
вались в среде для дозревания с добавле-
нием сыворотки в разной концентрации. 
Результаты сравнения влияния концен-
трации сыворотки на дозревание ОКК до 
стадии метафазы II представлены в табли-
це 2.Несмотря на высокий процент жиз-
неспособных ОКК в группе, где в среду 
добавляли 5% эстральной сыворотки 
(80,65%), результат по достижению ОКК 
до стадии метафазы II оказался самым 
низким (20%). При добавлении в среду 
для созревания ОКК 10% эстральной сы-
воротки, достижение ОКК до стадии ме-
тафазы II возрастает до 26,44%. Самый 
высокий выход ОКК, достигших стадии 
метафазы II оказался в группе, где добав-
ляли 15% эстральной сыворотки. Полу-
ченные нами данные согласуются с ре-
зультатами исследований ряда авторов, 
которые показывают, что добавление эст-
ральной сыворотки в среду для созрева-
ния ОКК оказывает больший эффект по  

Группа 
OPU, n 
голов 

n, 
ОКК 

ОКК, 
среднее на 

голову 

n,ОКК жиз-
неспособны

х (% от 
ОКК) 

ОКК жиз-
неспособн
ых,средне
е на голо-

ву 

MII (% от 
ОКК жизне-
способных) 

дроблений (% 
от MII) 

бластоцист (% 
от дроблений) 

1. Среда до-
зревания ОКК 
без сыворотки 

(контроль) 

50 286 5,72 219 (76,5) 4,38 74 (33,8) 46 (62,2) 7 (15,2) 

2.Среда дозре-
вания ОКК 
сыворотка 

(опыт) 

39 162 4,15 119 (74,3) 3,05 37 (31,1) 15 (40,5) 9 (60,0) 

Всего 89 448 - 338 - 111 61 16 

Таблица 1 - Оогенез и ранний эмбриогенез коров 

Таблица 2 - Сравнение влияния концентрации сыворотки на дозревание  
ОКК до стадии метафазы II 

Концентра-
ция сыво-
ротки, % 

n, ОКК 
n, ОКК жизне-

способных 

% жизне-
способных 

ОКК 
MII 

% МII (от 
жизнеспо-

собных 
ОКК) 

5 31 25 80,65 5 20,00 

10 239 174 72,80 46 26,44 

15 22 17 77,27 7 41,18 
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сравнению с фетальной. По их данным, 
уровень дробления увеличивается в зави-
симости от концентрации сыворотки на 
1,2-14,9%, а бластоцист – на 1,6-6,0 %. 
Это говорит о возрастании эффективно-
сти эстральной сыворотки с увеличением 
концентрации, т.к. растет концентрация 
стероидных и гонадотропных гормонов, а 
также аминокислот, благоприятно влияю-
щих на развитие эмбриона [9, 10]. В част-
ности, в период половой охоты уровень 
эстрадиола-17 β в крови у коров достига-
ет до 21.42 пг/мл, [11, 12], а использова-
ние эстрадиола-17β во время выращива-
ния культуры улучшает мейотическую и 
онтогенетическую компетентность ооци-
тов, способность к расширению кумулю-
са и прикрепление кумулюсных клеток к 
ооцитам [13-15]. 

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Содержащиеся в эстральной сыворот-

ке гормоны, ростовые факторы и биоло-
гически активные вещества не оказывают 
эффекта на достижение ОКК стадии мета-
фазы II мейоза, а также на этапе дробле-
ний, более того, прослеживается негатив-
ный эффект на этих стадиях развития. 
Однако содержащиеся в эстральной сыво-
ротке гормоны, ростовые факторы и био-
логически активные вещества способны 
аккумулироваться в ОКК на стадии до-
зревания до метафазы II мейоза, при этом 
усиливая потенциал ооцитов к эмбрио-
нальному развитию и в дальнейшем поло-
жительно влиять на достижение ими ста-
дии бластоцисты. Разница в образовании 
бластоцист от дробящихся эмбрионов 
достигает более 25%, а разница в образо-
вании бластоцист от жизнеспособных 
ОКК, дозреваемых в средах без добавле-
ния сыворотки и модифицированных эст-
ральной сывороткой составляет 37,5% в 
пользу последних. 
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ABSTRACT 
Saving and multiplying the existing live-

stock population is an important strategic 
objective that ensures the country's food 
security and levelling the dependence on 
imports of genetically valuable highly pro-
ductive animals. Obtaining farm animal em-
bryos in vitro is one of the methods of assist-
ed reproductive technologies (ART), which 
can be used both lifetime and post-mortem. 
This method allows to optimise breeding 
work with livestock in a short period of time 
due to the large number of offspring ob-
tained from highly productive individuals. 
Aim and objectives: to investigate the effect 
of bovine estrous serum on meiotic oocyte 
maturation and early embryogenesis prior to 
blastocyst development, when added to oo-
cyte-cumulus complexes (OCC) maturation 
medium. A blind randomised controlled trial 
was conducted on the effect of bovine estral 
serum on blastocyst development when add-
ed to OCC maturation medium. Estral serum 
was obtained from the blood of clinically 
healthy cows with pronounced signs of pu-
berty. The study was carried out in condi-
tions of industrial livestock breeding. The 
material for the study were oocyte-cumulus 
complexes obtained by the method of life-
time aspiration from 89 Holstein cows with 
milk productivity of more than 10 thousand 
kg per lactation. Oocyte-cumulus complexes 
were divided into 2 groups: Group 1 
(control) - oocyte maturation was carried out 
in commercial IVM medium without addi-
tion of estrous serum, Group 2 (experiment) 
- oocyte maturation was carried out in com-
mercial IVM medium with addition of es-
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trous serum in concentration from 5 to 15%. 
The hormones, growth factors and biologi-
cally active substances contained in estrous 
serum have no effect on the achievement of 
OCC at the stage of metaphase II of meiosis, 
as well as at the stage of fractions; moreover, 
a negative effect at these stages of develop-
ment can be traced. However, substances 
contained in estrous serum are able to satu-
rate and accumulate in OCC at the stage of 
maturation to metaphase II of meiosis, thus 
enhancing the potential of oocytes to embry-
onic development and further positively af-
fect their achievement of the blastocyst 
stage. The difference in the formation of 
blastocysts from crushed embryos reaches 
more than 25%, and the difference in the 
formation of blastocysts from viable JCCs 
matured in media without serum and modi-
fied with estrous serum is 37.5% in favour of 
the latter. 
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