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РЕФЕРАТ 
В настоящее время ВРТ развиваются быстрыми темпами у многих видов жи-
вотных. Выделение ОКК из ткани яичника дает возможность получения in 
vitro эмбрионов для дальнейшего их культивирования. Соответственно, куль-
тивирование эмбрионов in vitro, дает шансы получать потомство у животных 
даже после их гибели. Использование гамет домашних кошек в качестве моде-
ли, позволяет усовершенствовать технику получения эмбрионов, которая мо-

жет быть применима и к диким животным семейства кошачьих, находящихся под угро-
зой исчезновения.   Целью нашего исследования служило: используя яичники кошек 
после проведения плановой овариогистерэктомии, оценить критичность температурного 
режима и временного интервала при транспортировке гонад в лабораторию до выделе-
ния ОКК.  Параметром оценки служил процент получения ооцитов на стадии МII, эм-
брионов на стадии морулы и бластоцисты. Метод получения ОКК, культивирование оо-
цитов и эмбрионов был одинаков во всех группах. Результаты показывают, что лучшие 
значения достигнуты при поступлении яичников в лабораторию при температуре 25 °С и 
взятии их в работу в течение от 1 часа до 4 часов, а увеличение времени и снижение тем-
пературы негативно влияет на компетентность к развитию ОКК. Исследование проведе-
но на материале, полученном при плановой овариогистерэктомии 12 кошек и орхидэкто-
мии 5 котов. В результате работы модифицирована, применительно к кошачьим, методи-
ка транспортировки гонад в лабораторию, позволяющая получить достаточное количе-
ство ОКК для последующего культивирования и оплодотворения in vitro. Разработана 
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технология коллекционирования ооцитов и сперматозоидов кошачьих. Усовершенство-
ван способ проведения ЭКО и культивирования эмбрионов.  На основании проведенных 
исследований, разработан алгоритм получения качественных эмбрионов кошачьих как 
для дальнейшего эмбриотрансфера, так и для проведения витрификации.  

Сокращения: ОКК – ооцит-кумулюсный комплекс, ЭКО - экстракорпораль-
ное оплодотворение, ВРТ - вспомогательные репродуктивные технологии, ОВГЭ – ова-
риогистерэктомия. 

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
В настоящее время многие виды коша-

чьих имеют малочисленные популяции 
или вовсе находятся под угрозой исчезно-
вения. Домашнюю кошку можно рассмат-
ривать как исследовательскую модель 
при разработки вспомогательных репро-
дуктивных технологий для представите-
лей семейства кошачьих, находящихся 
под угрозой исчезновения. ВРТ развива-
ются высокими темпами у всех видов 
животных и являются важным инстру-
мент для сохранения видов, в том числе и 
кошачьих.  Ооцит - кумулюсный ком-
плекс (ОКК) можно выделить непосред-
ственно из тканей яичников для получе-
ния гамет как прижизненно, так сразу 
после смерти животного. Это позволяет 
не только сохранить генетический мате-
риал, но и получать потомство от данных 
особей даже после их гибели.  Использо-
вание яичников от животных после про-
ведения плановой овариогистерэктомии 
является доступным источником ОКК для 
отработки технологии культивирования 
ооцитов и эмбрионов. В данной работе 
мы стараемся повысить  эффективность in 
vitro созревание  ооцитов, проведения 
ЭКО, культивирования эмбрионов до ста-
дии выхода бластоцист из их блестящей 
оболочки (хетчинга). Эффективность по-
лучения и выращивания эмбрионов in 
vitro зависит от методики каждого этапа: 
1) дозревания ооцитов; 2) in vitro оплодо-
творения; 3) культивирования эмбрионов 
[8,9].  Однако, не менее важными услови-
ями являются способы и время доставки 
материала до лаборатории. В работах, 
проведенных на крупном рогатом скоте, 
показано, что транспортировка яичников 
в лабораторию оказывает серьезное влия-
ние на качество ооцитов с точки зрения 
ядерного созревания и способности к раз-
витию эмбрионов после культивирования 

ооцитов и оплодотворения.[1] Влияние 
оказывают: температурный режим, сроки 
поставки, состав транспортной среды. 
Исходя из литературных данных между 
видами животных по чувствительности 
ооцитов к условиям транспортировки 
имеются различия. Так, например, у мы-
шей хранение яичников при 4°C в тече-
ние до 24 часов существенно не влияет на 
качество зрелых гамет [2], а у коров хра-
нение яичников  при 4 °С до 24 часов во-
все не приводит  к развитию бластоцист 
[3].  При этом у коров, когда их яичники 
хранят при 25°С, ооциты обладают более 
высокой способностью к развитию, чем 
ооциты, полученные из яичников, хранив-
шихся при 37 °С [4]. Хранение  тканей 
яичников лошадей при 25 и 35 °С в тече-
ние 5–8 ч и 3–15 ч соответственно, не 
влияет на мейотическую компетентность 
ооцитов, но  более низкая температура (4 
°С) была пагубной по сравнению с ком-
натной температурой [5]. Хранение яич-
ников лошадей при комнатной температу-
ре более 5 часов увеличивает апоптоз 
гранулезных клеток [4]. Ооциты свиней, 
собранные из яичников, хранившихся при 
температуре 15 °С или ниже в течение 6 
ч, не могли достичь стадии MII. А  долго-
срочное хранение (12 ч и более) яичников 
в теплых условиях (35 °С) увеличивает 
процент ооцитов свиней с фрагментиро-
ванными ДНК ядрами и снижает скорость 
созревания ооцитов [6]. По представите-
лям кошачьих есть немногочисленные 
работы, но их данные разрозненные и в 
большинстве случаев исследования обры-
ваются на стадии дозревания ооцитов, без 
дальнейшей культивации. Так, показано, 
что  ооциты кошек, извлеченные из яич-
ников, хранившихся при 4 °С в течение 
до 72 ч, способны поддерживать мейоти-
ческую компетентность [7]. Цель нашего 
исследования состояла в следующем: в 
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зависимости от сроков поступления мате-
риала в лабораторию оценить in vitro со-
зревание ооцитов домашних кошек, осу-
ществить их дальнейшее оплодотворение 
(получение зигот), провести культивиро-
вание эмбрионов до стадии   бластоциста.  

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS  

Работа выполнена на базе Лечебно-
диагностического ветеринарного центра 
Московской ветеринарной академии 
(ЛДВЦ МВА), ФГБОУ ВО МГАВМиБ-
МВА им. К.И. Скрябина, Москва. 

Поиск ОКК и оценку сперматозоидов 
проводили с помощью стереоскопическо-
го микроскопа (Nikon, Япония). Микро-
скопическую оценку эмбрионов проводи-
ли при помощи инвертированного микро-
скопа Olympus IX73 (Япония). Культиви-
рование эмбрионов проводили в инкуба-
торе WTA (Бразилия). Центрифугирова-
ние спермы проводили на центрифуги 
Elmi СM-6МТ(Латвия) 

Работа проведена на 5 половозрелых 
клинически здоровых котов и 12 кошек.  

Коллекция яичников 
Яичники домашней кошки получали 

после плановой овариогистерэктомии, 
проведенной лапаротомическим досту-
пом. Гонады  собирали от кошек в воз-
расте от 1 до 1,5 лет с марта по май  2024 
г. Яичники в лабораторию транспортиро-
вали в растворе Дюльбекко (Панэко, Рос-
сия)   с ампициллином (10 000 МЕ/мл), 
стрептомицином (10 000 мкг/мл) и амфо-
терицином (25 мкг/мл) в лабораторию в 
течение 30 мин после их извлечения. Да-
лее часть яичников использовалась сразу 
в работе, часть помещалось в холодиль-
ник +4°С до 24 часов. 

Сбор ооцитов и их созревание  
Ооцит кумулюсные комплексы (ОКК) 

получали путем микродиссекции яични-
ков в чашках Петри со  средой TC-199,  
модифицированной гентамицином, гепа-
рином и бычьим сывороточным альбуми-
ном при комнатной температуре. Поиск 
ОКК осуществлялся с помощью стерео-
скопического микроскопа (Nikon, Япо-
ния). В дальнейшем только ОКК с тремя 
и более слоями гранулезных клеток, од-

нородно темной цитоплазмой и со сфери-
ческой неповрежденной мембраной были 
использованы в работе. Ооциты, у кото-
рых наблюдалась дегенерация, или иные 
отклонения от нормы во время сбора или 
через 24 часа, не были включены в ана-
лиз.  ОКК переносили в 500 мкл среды 
под минеральным маслом. Культивирова-
ние проводили в инкубаторе при темпера-
туре 38,5 °С, 5% CO2 в течение 24 часов. 
Среду для созревания предварительно 
уравновешивали в течение 2 часов. 

Подготовка спермы кота.  
Эпидимальные сперматозоиды полу-

чали из придатков семенников от 5 котов 
в возрасте 8-12 месяцев после плановой 
орхидэктомии. Сперму центрифугирова-
ли при 400 g x 5 минут для осаждения 
спермы. Сперматозоиды ресуспендирова-
ли в модифицированной среде, затем ин-
кубировали в пробирках, в концентрации 
0,5 х 10.6 сперматозоидов/мл при 38,5 °C 
с 5% CO2. Для оценки параметров по-
движности 25 мкл сперматозоидов нано-
сили пипеткой в предварительно нагре-
тую камеру Маклера и наблюдали под 
фазово-контрастным микроскопом. 
(Nikon, Токио. Япония).  

Проведение процедуры ЭКО 
Подготовленные сперматозоиды до-

бавляли к ооцитам в капельке объемом 
100 мкл в конечной концентрации 0,5 млн 
сперматозоидов/мл. Гаметы инкубирова-
ли совместно в течение 18 часов при 38,5 
°C и 5% CO2, 5% О2 и 90% N2 во влаж-
ной камере. 

Культивирование  
Через 18 часов предполагаемые зиго-

ты промывали осторожным пипетирова-
нием в свежей среде для удаления слабо 
прикрепленных сперматозоидов и/или 
кумулюсных клеток, затем переносили в 
отдельные капли по 50 мкл, предвари-
тельно уравновешенные под минераль-
ном маслом для эко. Дробление эмбрио-
нов оценивали через 24, 48 и 120 часов 
после ЭКО. 

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
Всего в результате работы было собра-

но 273 OКК.  Стадии МII достигло 208 
ооцита. Из них те ОКК, которые были 
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взяты в работу через час после ОВГЭ 70 
bp 78 (89,7%), через 4 часа после ОВГЭ 
120 из 144 (83%) и через 24 часа после 
ОВГЭ 18 bp 51 (35%). 

То есть, более высокий процент ооци-
тов, возобновивших мейоз и достигших 
стадии MII в группе, где яичники были 
взяты непосредственно сразу после ОВ-
ГЭ, однако стадии MII достигли и те оо-
циты, чьи яичники хранились 24 часа при 
+4 °С.  А также, стадии бластоциста до-
стигли и те ооциты, чьи яичники храни-
лись при +4°С в течение 24 часов. 

Стадии морулы достигло 67 эмбрио-
нов (32,2%). Из них те ОКК, которые бы-
ли взяты в работу через час после ОВГЭ  
-  34 (48,6% от достигших стадии MII), 
через 4 часа после ОВГЭ -  24 (20%), че-
рез 24 часа после ОВГЭ  - 9 (50%). Ста-
дии бластоцисты достигло 35 эмбрионов, 

что составляет 16,8% от созревших ооци-
тов. Из них: те ОКК, которые были взяты 
в работу через час после ОВГЭ - 19 бла-
стоцист, что составило 55,6 % от морул, 
через 4 часа после ОВГЭ  получено 12 
бластоцист - 50% от морул, и 4 бластоци-
сты через 24 часа после ОВГЭ.  

ОКК, выделенные через час после пла-
новой ОВГЭ, превосходят по способно-
сти развиваться in vitro по сравнению со 
всеми другими выделенными ОКК 
(полученными в отсроченное время). 

На основании сравнения выхода бла-
стоцист, относительно времени и условий 
доставки материала, самым эффективным 
зарекомендовал способ получения ОКК 
при доставке гонад в лабораторию в тече-
ние 1 часа при температуре 25 °С в специ-
ально подготовленных и обогащенных 
средах.   

Таблица 1 – Развитие эмбрионов домашней кошки после ЭКО,  
в зависимости от условий транспортировки яичников 

Условия транс-
портировки 

Кол-во ОКК MII морула бластоциста 

1 час 25 °С 78 70 (89,7%) 
34 (48,6%от MII) 

43,6% от ОКК 
19(55,6% от морул) 

24% от ОКК 

4 часа 25 °С 144 120 (83%) 
24 (20% от MII) 
16,7% от ОКК 

12 (50% от морул) 
8,3% от ОКК 

24 часа 4 °С 51 18 (35%) 
9 (50% от MII) 
17% от ОКК 

4 (44,4% от морул) 
7,8% от ОКК 

Рисунок 1 – Полученный зрелый ооцит 
кошки на стадии метафазы 2 (MII). 
Стрелкой отмечено первое полярное 

тельце. Увеличение х 400. 
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Рисунок 2 – Эмбрионы кошки, полученные при культивировании. Зиготы на стадии 
двух бластомеров (а, б). Увеличение х 400. 

А Б 

Рисунок 3 – Эмбрионы кошки, полученные при культивировании. а) стадия 16 клеточ-
ного эмбриона 3 сутки. б) стадия морула -4 сутки развития. Увеличение х 400. 

Рисунок 4 – Эмбрион кошки, получен-
ный при культивировании. Стадия бла-
стоциста 5 сутки развития. Увеличе-

ние х 400. 

А Б 
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А Б В 

Рисунок 5 – Эмбрион кошки, полученный при культивировании. а), б) бластоциста 
совершает хетчинг- выход из блестящей оболочки. 6-7 сутки развития. в) - бластоци-

ста, полностью вышедшая из блестящей оболочки, 8 день развития. 

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Получение ОКК, ооцитов и спермато-

зоидов кошачьих является одним из важ-
нейших звеньев в проведении ЭКО и 
культивации эмбрионов. А получение 
эмбрионов нужной стадии дробления, в 
свою очередь, имеет фундаментальное 
значение для проведения последующей 
их трансплантации, либо сохранения пу-
тем витрификации. Эта технология даёт 
новые возможности в применении ВРТ 
для сохранения редких и исчезающих 
пород из семейства кошачьих. 
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ABSTRACT 
Currently, ART is developing rapidly in 

many animal species. The isolation of OCC 
from ovarian tissue makes it possible to ob-
tain in vitro embryos for further culturing. 
Accordingly, culturing embryos in vitro, 
gives chances to obtain offspring in animals 
even after their death. Using the gametes of 
domestic cats as a model, it is possible to 
improve the technique of obtaining embryos, 
which can be applied to wild animals of the 
endangered feline family. The aim of our 
study was: using cat ovaries after routine 
ovariohysterectomy, to evaluate the criticali-
ty of the temperature regime and time inter-
val during transportation of gonads to the 
laboratory prior to OCC isolation.  The eval-
uation parameter was the percentage of oo-
cytes at the MII stage, embryos at the morula 
and blastocyst stage. The method of obtain-
ing OKCs, culturing oocytes and embryos 
was the same in all groups. The results show 
that the best values were achieved when the 
ovaries were received in the laboratory at a 
temperature of 25 °C and taken for 1 hour to 
4 hours, while the increasing the time and 
decreasing the temperature negatively affects 
the competence to develop OCC. The study 
was carried out on the material obtained dur-
ing scheduled ovariohysterectomy of 12 fe-
male cats orchidectomy of 5 male cats. As a 
result of the work, the technique of transpor-
tation of gonads to the laboratory was modi-
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fied for felines, allowing to obtain a suffi-
cient number of OCCs for subsequent cultur-
ing and fertilization in vitro. The technology 
of collecting feline oocytes and spermatozoa 
has been developed. The method of IVF and 
embryo culturing was improved.  Based on 
the conducted research, an algorithm for 
obtaining quality feline embryos both for 
further embryotransfer and vitrification is 
developed. 

Abbreviations: OCC - oocyte cumulus 
complex, IVF - in vitro fertilisation, ART - 
assisted reproductive technologies, OVHE - 
ovariohysterectomy. 
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