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РЕФЕРАТ 
 Развитие и широкое практиче-
ское применение технологии 
получения эмбрионов in vitro 
позволит восполнять поголовье 
стада в короткие сроки, сохра-

нять и тиражировать ценные генотипы, а также создавать новые генотипы методом ге-
номного редактирования. На племенное животноводство возлагаются задачи в достаточ-
но короткие сроки обеспечить сельские хозяйства высокоценным стадом, на аграриев 
возлагается – восполнение поголовья стада в короткие сроки, что возможно только при 
активном внедрении вспомогательных репродуктивных технологий, таких как получе-
ние эмбрионов in vitro (IVP технология). Использование в технологии культуральных 
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сред отечественного производства обеспечит большую доступность, снижение экономи-
ческих затрат и скорейшее развитие селекционной работы в России. Целью работы яви-
лась оценка результативности применения IVP-технологии при использовании культу-
ральных сред отечественного производителя НПП «ПанЭко» (Россия) для получения 
эмбрионов крупного рогатого скота in vitro. В основу собственного протокола получе-
ния эмбрионов крупного рогатого скота легли протоколы производителей культураль-
ных сред НПП «ПанЭко» и IVF Bioscience (Великобритания). Таким образом, впервые 
используя линейку сред отечественного производителя «ПанЭко» в условиях инкубации 
при температуре от плюс 38,6 ◦С до плюс 38,9 ◦С, содержании СО2 6,2-6,8 % и неконтро-
лируемой влажности, на 6-8 сутки, через 140-182 часов от момента оплодотворения бы-
ло получено 30,4 % эмбрионов на стадии бластоцисты по отношению к общему количе-
ству оплодотворенных ооцитов, достигших стадии 2-4 бластомеров. 

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
Ожидаемый глобальный рост числен-

ности населения Земли на 11 % будет 
способствовать увеличению мирового 
потребления мяса к 2030 г. на 14 % 
(ежегодный средний темп роста – 5,7 %), 
что обусловливает на сегодняшний день 
потребность в высококачественном ма-
точном поголовье и ремонтном молодня-
ке [1]. На племенное животноводство 
возлагаются задачи в достаточно корот-
кие сроки обеспечить сельские хозяйства 
высокоценным стадом, на аграриев возла-
гается – восполнение поголовья стада в 
короткие сроки, что возможно только при 
активном внедрении вспомогательных 
репродуктивных технологий, таких как 
получение эмбрионов in vitro (IVP техно-
логия) [2, 3]. Развитие и практическое 
применение IVP технологии позволяет 
решить задачи, связанные с сохранением 
и тиражированием ценных генотипов, а 
также созданием новых генотипов мето-
дом геномного редактирования [4, 5]. 

Для успешной реализации всех этапов 
культивирования ооцит-кумулюсных 
комплексов и эмбрионов in vitro необхо-
димо поддерживать параметры среды в 
оптимальном физическом и химическом 
состоянии в достаточно узких пределах с 
помощью качественного оборудования, 
газовых смесей икультуральных сред, 
применяемых на разных этапах данной 
технологии [6, 7]. Несмотря на разнооб-
разные исследования, универсального 
состава питательных сред для культиви-
рования эмбрионов животных in vitro не 
существует [8, 9]. Вместе с тем,на рынке 
присутствуют различные линейки культу-

ральных сред для животных только зару-
бежных производителей (например, Вели-
кобритания, Германия, Бразилия), а един-
ственное предприятие в России «ПанЭко» 
на сегодняшний день выпускает культу-
ральные среды, предназначенные для че-
ловека. Наличие собственного отече-
ственного производства питательных 
сред для репродуктивной технологии in 
vitro с учетом особенностей региональ-
ных условий, а также клеточного матери-
ала сельскохозяйственных животных и 
методических руководств является основ-
ным трендом в развитии направления, что 
будет способствовать повышению надеж-
ности культуральных систем, снижению 
риска загрязнения патогенами, улучше-
нию воспроизводимости результатов по 
экспериментальному протоколу. Кроме 
того, использование культуральных сред 
отечественного производства обеспечит 
большую доступность, снижение эконо-
мических затрат и скорейшее развитие 
селекционной работы, а также достиже-
ние новых разработок в биомедицине в 
России. Цель: оценка результативности 
применения IVP-технологии при исполь-
зовании культуральных сред отечествен-
ного производителя НПП 
«ПанЭко» (Россия) для получения эмбри-
онов крупного рогатого скота in vitro. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS  

При разработке собственного протоко-
ла получения эмбрионов крупного рога-
того скота in vitro за основу были взяты 
протоколы производителей питательных 
сред Научно-производственного предпри-
ятия «ПанЭко» (Россия) [10] и IVF Biosci-
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ence (Великобритания) [11]. Протокол 
получения эмбрионов крупного рогатого 
скота in vitro с применением сред отече-
ственного производителя ПанЭко 
(Россия) включал пять этапов. 

1. Этап транспортировки. Яичники 
коров черно-пестрой голштинизирован-
ной породы (ООО «СПК 
«Межениновский», Томская область, с. 
Рыболово, удой – 7871 кг) после убоя 
транспортировали в течение не более 3 
часов в лабораторию в термосе при тем-
пературе от плюс 25◦С до плюс 35◦С в 500 
мл стерильного физиологического раство-
ра, в который добавляли 0,5 мл гепарина, 
0,2 мл гентамицина и 90 мг бычьего сыво-
роточного альбумина.  

2. Этап аспирации яичников. В лабора-
тории яичники освобождали от близлежа-
щих тканей и получали ооцит-
кумулюсные комплексы путем аспирации 
фолликулов, используя аспиратор с сосу-
дом ловушкой FTA-2i с иглой 18 G и сре-
ду ЭКО1 «Аспирационная». Затем ооцит-
кумулюсные комплексы промывали в 2-х 
каплях среды (по 50 мкл каждая капля) 
ЭКО1 "Универсальная" и оценивали под 
микроскопом. Оценка качества ооцит-
кумулюсных комплексов и их способно-
сти к дальнейшему развитию и созрева-
нию состояла из исследования морфоло-
гической структуры кумулюса, ооплазмы 
и прозрачной оболочки [12, 13]. 

3. Этап созревания ооцитов. Ооцит-
кумулюсные комплексы, соответствую-
щие категориям по классификации 
«отлично», «хорошо» и 
«удовлетворительно» помещали для со-
зревания в 4х луночные планшеты в кап-
ли среды ЭКО1 "Универсальная" объе-
мом 600 мкл без покрытия маслом и ин-
кубировали в течение 21-24 часов; 

4. Этап оплодотворения. Для оплодо-
творения использовали криоконсервиро-
ванную сперму быка: соломинку со спер-
мой объемом 0,25 мл оттаивали в течение 
30 секунд на водяной бане (37◦С) и затем 
отмывали с использованием двуступенча-
того градиента. Метод коллоидного цен-
трифугирования позволяет отделить 
фракцию жизнеспособных и продуктив-

ных сперматозоидов от неподвижной 
фракции, тем самым, повышая вероят-
ность оплодотворения [14]. Последова-
тельно аккуратно в пробирку наслаивали 
0,25 мл среды НПП «ПанЭко» 
«Перселект» 90 %, 0,25 мл «Перселект» 
45 % и 0,25 мл спермы, что соответство-
вало соотношению 1:1:1. Градиент цен-
трифугировали при ускорении 1500 об/
мин в течение 20 минут при комнатной 
температуре [15]. Супернатант удаляли, 
осадок ресуспендировали в 2 мл среды 
ЭКО 1 «Спермопреп» или в ЭКО 1 
«Универсальная» и центрифугировали 
при 1500 об/мин в течение 10 минут. Про-
цедуру отмывки повторяли еще раз. Су-
пернатант удаляли, осадок ресуспендиро-
вали в соответствующем объеме среды 
ЭКО 1 «Спермопреп» или в ЭКО 1 
«Универсальная». Созревшие ооциты 
помещали в 4х луночные планшеты в 
капли среды ЭКО 1 «Универсальная» 
объемом 600 мкл с добавлением спермиев 
без покрытия маслом и инкубировали в 
течение 16 -20 часов; 

5. Этап культивирования эмбрионов. 
На стадии 2-х бластомеров эмбрионы 
помещали в каплю 600 мкл среды ЭКО 
ПРО "Дробление" без покрытия маслом и 
на стадии от 4 до 8 бластомеров для по-
следующего культивирования эмбрионы 
переносили в ЭКО ПРО "Бластная" (600 
мкл) без покрытия маслом и инкубирова-
ли до стадии готовых к витрификации 
бластоцист (7-8 день от момента оплодо-
творения). 

Инкубировали при температуре 38,6-
38,9 ◦С, содержании СО2 от 6,2 % до 6,8 % 
и неконтролируемой влажности. Исполь-
зовали инкубатор с системой FPI-сенсора 
и контролем RD4 (BinderGmbH). По реко-
мендации производителя в инкубатор 
устанавливали контейнер с водой из рас-
чета объема инкубатора. Температурный 
(38,6–38,9 ◦С) и газовый (СО2 6,2–6,8 %) 
диапазоны были подобраны эмпириче-
ским путем, исходя из рекомендуемых 
параметров протоколов британского про-
изводителя, где указаны диапазоны пода-
чи СО2 в зависимости от расположения 
местности над уровнем моря. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
Питательные среды и условия культи-

вирования in vitro должны обеспечить 
максимально приближенные параметры к 
естественным жидкостям, в которых по-
ловые клетки и эмбрионы животного 
находятся in vivo. В исследованиях и 
практике используются различные мо-
дельные среды, которые относительно 
схожи по составу и содержат аминокис-
лоты, соли, глюкозу, а также бычий сыво-
роточный альбумин в качестве макромо-
лекулярного компонента. Основные раз-
личия в составе модельных питательных 
сред касаются концентрации глюкозы, 
лактата и аминокислот. 

В технологии in vitro к питательной 
среде на разных стадиях процесса репро-
дукции (IVP) не редко используют раз-
личные добавки, такие как структурные 
компоненты фолликула, клетки грануле-
зы (фолликулярный слой клеток, окружа-
ющий яйцеклетку) и высокодисперсные 
наночастицы кремнезема, кофеин, глута-
тион, цистеин, бычий сывороточный аль-
бумин, синтетический заменитель сыво-
ротки (например, PS48 (5-(4-хлорфенил)-
3-фенилпент-2-еновая кислота)), что 
обеспечивает лучшие показатели в фор-
мировании и подготовке половых клеток 
и развития эмбрионов [7]. 

Помимо основных моделей сред и до-
бавок к ним изучается возможность при-
менения коммерческих сред, разработан-

ных для эмбрионов человека, в экспери-
ментах по созреванию in vitro ооцитов 
свиней (Sage-HEPES и Life-Global), где в 
состав входят человеческие сывороточ-
ный альбумин и гормоны [8]. Таким обра-
зом, не смотря на разнообразные исследо-
вания питательных сред универсального 
состава и единого протокола для культи-
вирования эмбрионов животных in vitro 
не существует. На российском рынке се-
годня доступны к приобретению культу-
ральные среды для биоматериала сельско-
хозяйственных животных (крупный рога-
тый скот) зарубежных производителей 
(IVF Bioscience (Великобритания), 
Minitube (Германия), Vitrogen 
(Бразилия)), имеющие достаточно высо-
кую цену. Условия поставок, сроки год-
ности культуральных сред и условия реа-
лизации всех этапов эмбриональных тех-
нологий не синхронизируются между 
собой и успешное проведение этапов ре-
продуктивной технологии (in vitro) воз-
можно только при наличии всех требуе-
мых культуральных сред к моменту за-
пуска процедур, что может быть решено 
за счет сред отечественного производите-
ля. 

В рамках проведения научно-
исследовательской работы была решена 
задача, направленная на организацию 
технологического процесса получения 
эмбрионов крупного рогатого скота с ис-
пользованием культуральных сред, разра-

Показатели 
Количе-
ство, шт 

Доля (%) по отношению 
к общему количеству 
ооцит-кумулюсных 

комплексов 

Доля (%) к предыду-
щей категории 

Общее количество ооцит-кумулюсных 
комплексов 

138 - - 

Пригодные для культивирования ооцит
-кумулюсные комплексы (день -1) 

65 47,4 - 

Жизнеспособные ооциты (день 0) 51 37,5 78,5 

Достигли стадии от 2 бластомеров до 4 
бластомеров (день 1-2) 

23 16,7 45,1 

Достигли стадии морулы (день 4-5) 10 7,2 43,5 

Достигли стадии бластоцисты (день 6-
9) 

7 5,1 70,8 

Таблица 1 – Результаты культивирования эмбрионов крупного рогатого скота in 
vitro до стадии бластоцисты при использовании питательных сред 

«ПанЭко» (Россия) 
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ботанных для человека отечественного 
производителя НПП «ПанЭко» в услови-
ях специального лабораторного и образо-
вательного пространства передовой инже-
нерной школы «Агробитек» НИ ТГУ. 
Было выполнено 6 сеансов инкубации с 
общей суммой ооцит-кумулюсных ком-
плексов 138 шт. Популяция фолликуляр-
ных ооцитов, аспирированных из яични-
ков, полученных на бойне, явилась весь-
ма неоднородной по морфологическим 
признакам. У 52,6 % клеток от общего 
числа ооцит-кумулюсных комплексов 
были зарегистрированы выраженные при-
знаки дегенерации: отслоение или полное 
отсутствие кумулюса, деформированное 
или фрагментированное ядро, неравно-
мерная по толщине прозрачная оболочка 
и др. (таблица 1). 

Ооцит-кумулюсные комплексы (47,4 % 
клеток от общего числа ооцит-
кумулюсных комплексов), удовлетворяю-
щие критериям морфологической оценки 
были отобраны для этапа созревания и 
инкубированы в течение 21- 24 часов с 
использованием среды ЭКО1 
"Универсальная". По истечению срока 
созревания ооцит-кумулюсных комплек-
сов и после морфологической оценки счи-
тали жизнеспособными 78,5 % ооцитов 
по отношению к общему количеству при-
годных для культивирования ооцит-

кумулюсных комплексов. Полученные 
данные сопоставимы с данными, полу-
ченными И.Г. Сметаниной и ее коллегами 
[16]. Жизнеспособные ооциты культиви-
ровали совместно со спермой в среде 
ЭКО 1 «Универсальная» в течение проме-
жутка времени от 16 до 20 часов. После 
оплодотворения на стадии 2х бластоме-
ров эмбрионы помещали в среду ЭКО 
ПРО "Дробление" и на стадии от 4 до 8 
бластомеров для последующего культи-
вирования эмбрионы переносили в ЭКО 
ПРО "Бластная", где они находились все 
дальнейшее время культивирования до 
стадии бластоцисты. Эмбрионы с 2 или 4 
бластомерами, соответствующие по мор-
фологическим характеристикам каче-
ственным эмбрионам, составили 16,7 % 
клеток от общего количества ооцит-
кумулюсных комплексов и 45,1 % клеток 
от общего количества жизнеспособных 
ооцитов (таблица 1). Из литературных 
источников известно, что в процессе 
оплодотворения спермой, капацитирован-
ной гепарином, достигается нормальная 
пенетрация порядка от 50 % до 60 % с 
частотой партеногенетической активации 
порядка от 10 % до 15 % и полиспермии 
порядка от 5 % до 10 % [16]. В наших 
экспериментах гепарин в среду оплодо-
творения не добавляли. Спустя промежу-
ток времени от 96 до 120 часов или на 4 – 

Рисунок 1 – Экспандированная бластоциста (7-8 день с момента оплодотворения): 
А – увеличение 400х, Б – увеличение 40х. 

А Б 
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5 сутки от момента оплодотворения было 
получено 7,2 % эмбрионов от общего ко-
личества ооцит-кумулюсных комплексов 
на стадии морулы, соответствующие по 
морфологическим характеристикам каче-
ственным эмбрионам (таблица 1). В тоже 
время, полученные эмбрионы на стадии 
морулы по отношению к общему количе-
ству оплодотворенных ооцитов, достиг-
ших стадии 2 – 4 бластомеров составили 
43,5 % (таблица 1). Эмбрионы, достигшие 
стадии бластоцисты, соответствующие по 
морфологическим характеристикам каче-
ственным эмбрионам, составили 5,1 % от 
общего количества ооцит-кумулюсных 
комплексов и 70,8 % от общего количе-
ства эмбрионов, достигших стадии мору-
лы (таблица 1, рисунок 1). В монографии 
Голубца (2019) представлены данные, где 
поздние и экспандированные бластоци-
сты в среде обнаруживаются через 8 су-
ток после оплодотворения, а вышедшие 
из зоны пеллюцида через 264 часа (11 
суток) [12]. Культивируя, полученные in 
vitro зиготы, можно получать до 40 % 
бластоцист, но не более 50 % [16]. В 
нашем случае получено 30,4 % эмбрио-
нов на стадии бластоцисты по отноше-
нию к общему количеству оплодотворен-
ных ооцитов, достигших стадии 2 – 4 бла-
стомеров. 

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Используя линейку сред отечественно-

го производителя «ПанЭко» (Россия) для 
получения эмбрионов крупного рогатого 
скота in vitro в условиях инкубации при 
температуре 38,6-38,9 ◦С, содержании 
СО2 6,2-6,8 % и неконтролируемой влаж-
ности, на 6-8 сутки, через 140-182 часов 
от момента оплодотворения было получе-
но 30,4 % эмбрионов на стадии бластоци-
сты по отношению к общему количеству 
оплодотворенных ооцитов, достигших 
стадии 2 – 4 бластомеров. 
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ABSTRACT 

The development and widespread practi-
cal application of in vitro embryo production 
technology will make it possible to replenish 
the herd population in a short time, preserve 
and replicate valuable genotypes, as well as 
create new genotypes using the method of 
genome editing. Livestock breeding is tasked 
with providing agriculture with a high–value 
herd in a fairly short time, while farmers are 
charged with replenishing the herd in a short 
time, which is possible only with the active 
introduction of assisted reproductive tech-
nologies, such as in vitro embryo production 
(IVP technology). The use of domestically 
produced cultural media in technology will 
ensure greater accessibility, reduced eco-
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nomic costs and the rapid development of 
breeding workin Russia. The purpose of the 
work was to evaluate the effectiveness of the 
IVP technology when using culture media 
from the domestic manufacturer SPE 
“PanEco” (Russia) to obtain cattle embryos 
in vitro. Our own protocol for obtaining cat-
tle embryos was based on the protocols of 
culture media manufacturers SPE “PanEco” 
and IVF Bioscience (UK). Thus, for the first 
time using the line of media from the domes-
tic manufacturer “PanEco” to obtain cattle 
embryos in vitro under incubation conditions 
at temperatures from plus 38.6 ◦C to plus 
38.9 ◦C, CO2 content 6.2-6.8 % and uncon-
trolled humidity, on 6-8 days after a period 
of time from 140 to 182 hours from the mo-
ment of fertilization, 30.4 % of embryos 
were obtained at the blastocyst stage in rela-
tion to the total number of fertilized oocytes 
that reached the stage of 2 – 4 blastomeres. 
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