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РЕФЕРАТ 
В настоящее время трансплантация эмбрионов сельскохозяйственных жи-
вотных широко применяется в воспроизводстве во многих странах [1]. Одна-
ко, из-за не высокой эффективности и низкой приживляемости эмбрионов, в 
сравнении с искусственным осеменением, она используется преимуществен-
но как дополнительный биотехнологический метод, направленный на более 
рациональное использование генетически ценных племенных животных и 

ускорения селекции, особенно в отношении племенного ядра [1–7]. Использование тех-
нологии получения эмбрионов крупного скота in vitro (IVP – in vitro produced) позволяет 
значительно ускорить интенсивность селекции животных и является актуальной темой 
для изучения [8–10]. Исследования многих ученых направлены на изучение аспектов, 
связанных с фолликулогенезом, стимуляцией полиовуляции, и факторов, влияющих на 
эмбрионы и ооциты, позволяющие увеличить эффективность данной процедуры [11–
15]. Однако, современные лидеры в репродуктивных технологиях, такие как Agtech, 
Inc., IETS, Animal Reproduction Laboratory (Colorado State University) и другие, не дают 
конкретных инструкций и рекомендаций по производству эмбрионов in vitro, а получае-
мые достижения в этой сфере описываются в основном в научных публикациях. 

В статье представлен обзор ключевых этапов современных биотехнологических ме-
тодов ускоренного воспроизводства высокоценных сельскохозяйственных животных, 
включая пункцию фолликулов и аспирацию ооцитов (OPU – ovum pic-up), созревание 
ооцитов в лабораторных условиях (IVM – in vitro maturation), подготовку спермы и 
оплодотворение ооцитов (IVF – in vitro fertilization), культивирование эмбрионов (IVC – 
in vitro culture), а также криоконсервацию полученных эмбрионов. Представленный в 
публикации литературный обзор затрагивает вопросы фолликулогенеза и овогенеза жи-
вотных, и некоторые принципы нейроэндокринной регуляции эстрального цикла и их 
взаимосвязь при использовании различных методик получения ооцитов. Публикации 
различных авторов по данной тематике позволили обобщить используемые методы и 
представить их в статье в форме сводных таблиц, в которых описаны различия темпера-
турных режимов инкубирования, условия транспортировки биоматериала, рассмотрены 
основные физические параметры внешней среды культивирования ооцитов, их оплодо-
творения и дальнейшего развития, освещены характеристики и состав различных пита-
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ВВЕДЕНИЕ 
В виду того, что для производства эм-

брионов необходимо получить исходный 
материал в виде половых гамет, вся тех-
нология может быть условно разделена на 
несколько ключевых этапов. Ооциты, 
которые используются для последующего 
оплодотворения могут быть получены из 
фолликулов яичников коров и телок, как 
из боенского материала, так и хирургиче-
ски с использованием трансвагинальной 
пункции фолликулов и последующей их 
аспирацией (ovum pic-up, OPU). Таким 
образом, первым этапом в получении эм-
брионов in vitro является сбор ооцитов. 
При этом необходимо иметь ввиду неко-
торые физиологические особенности их 
строения и развития половых гамет. Яич-
ники – это парные органы, выполняющие 
две основные функции: синтез половых 
гормонов и выработка половых гамет. 
Также в яичниках выделяют две основ-
ные зоны: корковую – в которой происхо-
дит фолликулогенез, овогенез, образова-
ние желтого тела (CL), а также синтез 
гормонов, и мозговую – которая выполня-
ет трофическую функцию. Паренхима 
яичников расположена в корковой зоне и 
представлена фолликулами с различной 
степенью их развития. По данным Госде-
на и Телфера количество фолликулов с 
ооцитами при рождении телочки состав-
ляет около 1*105 [16]. В ходе роста и раз-
вития фолликулов развиваются и ооциты, 
которые проходят различные стадии мей-
оза. Таким образом, ооциты могут быть в 
различной стадии развития, а фолликулы, 
в которых они находятся, также могут 
быть на разных стадиях развития, что в 
свою очередь, непосредственно влияет на 
динамику их развития в культуре in vitro. 
Так, принято выделять в развитии фолли-
кулов примордиальные, первичные, вто-
ричные и третичные (антральные или 

тельных сред, описаны методы подготовки  спермы для проведения оплодотворения 
ооцитов, а также обобщены сводные данные по калибровке рабочих растворов при цен-
трифугировании спермы в градиентах плотности, в том числе определены некоторые 
закономерности криоконсервации эмбрионов различными методами.  

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ в рамках научного проекта № 20-116-
50169 

полостные) фолликулы. Некоторые авто-
ры выделяют две основные фазы развития 
фолликулов: первая - гормон независи-
мая, в которой развитие фолликулов про-
исходит в ответ на воздействие факторов 
роста через паракринную регуляцию и во 
многом зависит от пролиферации клеток 
гранулезы фолликулярной стенки [17] и  
вторая – гормон зависимая, в которой 
происходит окончательное формирование 
фолликула до предовуляторного состоя-
ния и в которой решающую роль играют 
гонадотропины - фолликулостимулирую-
щий гормон (ФСГ) и лютеинизирующий 
гормон (ЛГ) [17,18]. Однако, факторы 
роста оказывают влияние на развитие 
фолликула и во вторую фазу, модулируя 
его рост, также они участвуют в стимуля-
ции пролиферации, дифференцировке и 
стероидеогенезе фолликулярной стенки. 
Среди таких факторов роста выделяют 
группы инсулиноподобных факторов ро-
ста (IGF), эпидермальные факторы роста 
(EGF) и трансформирующие факторы 
роста (TGF). Также фолликулы могут 
находится в состоянии атрезии по кистоз-
ному или аблитерационному типу.  Ооци-
ты, полученные из антральных фоллику-
лов покрыты клетками фолликулярного 
эпителия (гранулезы), которые называют 
лучистым венцом или кумулюсом, поэто-
му такие ооциты часто называют ооцит 
кумулюсный комплекс (ОКК). Некоторые 
авторы выделяют положительную взаи-
мосвязь между размером фолликула и 
способностью ооцита к оплодотворению 
и дальнейшему развитию [19]. Таким об-
разом, исследования о структурных и 
функциональных особенностях фоллику-
лов позволили развить способы производ-
ства эмбрионов in vitro.  

Некоторыми коллективами ученых 
были получены результаты в области 
культивирования паренхимы яичников с 
целью производства ооцитов, в ходе кото-
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рых были получены данные об особенно-
стях взаимодействия фолликулов и ооци-
тов [20–22]. Известно, что мейоз ооцитов 
у млекопитающих начинается в антена-
тальный период и останавливается на 
стадии диплотены профазы I. Остановка 
мейоза сохраняется во время нахождения 
ооцита в примордиальном фолликуле и 
возобновляется одновременно с развити-
ем фолликула. Второе деление мейоза 
завершается только после овуляции и 
проникновения сперматозоида в овоплаз-
му. Выделяют взаимосвязь между разме-
ром ооцита и способностью проходить 
мейотическое деление. Так, например, 
при достижении ооцитом размера в 110 
мкм он способен инициировать мейотиче-
ское созревание. В ходе его развития зна-
чительное влияние оказывают фоллику-
лярная жидкость и клетки фолликулярно-
го эпителия. По составу фолликулярная 
жидкость схожа с плазмой крови, однако, 
содержит многочисленные компоненты, 
влияющие на ооцит. Среди них выделяют 
альбумины, полипептиды, лизосомальные 
ферменты, ионы, аскорбиновую кислоту, 
стероидные гормоны, гонадотропины, 
ингибины, пролактин, липопротеины, 
гликозаминогликаны, проренин и факто-
ры роста [23–27]. Также важную роль в 
развитии ооцита играет его кумулюсная 
оболочка, так как она находится в посто-
янном контакте с прозрачной оболочкой 
ооцита и имеет пальцеобразные отростки, 
которые врастают в оболочку и осуществ-
ляют обмен ионами и другими моллеку-
лами, размер которых не превышает 1 
кДа. Таким образом, для успешного куль-
тивирования эмбрионов крупного рогато-
го скота в лабораторных условиях необ-
ходимо учитывать множество факторов 
на разных этапах. Основные технологиче-
ские моменты данной вспомогательной 
репродуктивной технологии (ВРТ) будут 
описаны далее с учетом данных, пред-
ставленных рядом авторов в научных тру-
дах и в сравнительном аспекте. 

Сбор ооцитов. Технология производ-
ства эмбрионов in vitro включает в себя 
несколько этапов, первым из которых 
является получение ооцитов для их по-

следующего дозревания, оплодотворения 
и культивирования полученных эмбрио-
нов до предимплантационного состояния. 
Получить для этой цели ооциты возмож-
но из боенского материала, когда отбира-
ют яичники, транспортируют их в лабора-
торию и получают ооциты путем их ре-
зекции или аспирации [28,29]. Возможно 
использование прижизненной пункции 
фолликулов через влагалищную стенку 
под контролем ультразвукового оборудо-
вания. Таким образом, до помещения оо-
цитов в матурирующий раствор, они мо-
гут быть подвержены факторам внешней 
среды. Для предотвращения этих негатив-
ных воздействий принято соблюдать не-
которые общие принципы и методики, 
которые описываются рядом авторов [30–
39]. При получении ооцитов из боенских 
яичников обычно используют метод аспи-
рации шприцем или метод резекции яич-
ника лезвием с последующим промыва-
нием и идентификацией ооцитов. В слу-
чае прижизненного получения ооцитов 
используют метод OPU, который заклю-
чается в использовании пункционной 
иглы (обычно 18-21G) в сочетании с ин-
травагинальным ультразвуковым датчи-
ком, который позволяет визуализировать 
яичники и фолликулы для их пункции и 
аспирации. Игла соединена трубкой к 
аспирационному насосу и пробиркой. 
Важное значение играет давление при 
аспирации, которое должно составлять 90 
– 150 мм рт. ст. или расход 20-40 мл/мин 
[40]. Полученные ооциты должны быть 
помещены в специльный раствор при 
определенной температуре. В таблице 1. 
представлены сводные данные литератур-
ных источников, в которых кратко описа-
на методика получения ооцитов, темпера-
турный режим, а также компоненты рабо-
чего раствора при аспирации.  

Проанализировав обобщенные данные, 
представленные в таблице, можно отме-
тить, что если яичники получали на 
бойне, то их транспортировали в лабора-
торию в течении не более 4-х часов. 
Транспортировку яичников осуществляли 
в подогретом физиологическом растворе. 
Также для транспортировки яичников 
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используют фосфатно-буферный раствор. 
В случае использозвания OPU метода 
животных фиксировали в станке, произ-
водили эпидуральную блокаду и аспири-
ровали фолликулярную жидкость, кото-
рую доставляли в лабораторию через 5 
минут.  Температурный режим при транс-
портировке яичников варьировал от 29 до 
38,8℃. Рабочий раствор, в который поме-
щали ооциты после их аспирации был 
произведен на основе TCM-199 или 
DPBS с добавлением 20 МЕ/мл гепарина 
и других вспомогательных компонентов. 
Гепарин необходим для предотвращения 
свертывания крови при попадании в ра-
бочий раствор в ходе аспирации. В после-
дующем, если ооциты промывают раство-
рами для удаления слущенного эпителия, 
остатков слизи, крови и др. гепарин не 
используют. В некоторых публикациях 
ооциты промывали несколько раз мату-
рирующим раствором, который в даль-
нейшем будет использован для созрева-
ния ооцитов в инкубаторе. При этом в 
состав таких растворов были использова-
ны такие компоненты, как HEPES, поли-
виниловый спирт, L-глютамин, фосфат-
ный буфер, гонадотропины, факторы ро-
ста, а также антибиотические препараты 
– пенициллин и стрептомицин 100МЕ, 
или гентамицин 50 мг/мл. Таким образом, 
основа данных растворов представлена 
либо 199-й средой, либо раствором 
Дюльбекко с добавлением гепарина и 
антибиотика, а для повышения эффектив-
ности в рабочий раствор были введены 
вспомогательные компоненты в виде бу-
феров, питательных веществ, гормонов и 
факторов роста. Так, Р. Гонзалес и соавт. 
в своих исследованиях определяет воз-
действие стресса при добавлении в мату-
рирующий раствор плазмы крови, полу-
ченной от свиней обработанных АКТГ и 
дальнейшее ее влияние как на сами ооци-
ты, так и на развивающиеся потом эмбри-
оны [41]. При этом яичники транспорти-
ровали в 0,9% растворе хлорида натрия 
при температуре от 32 ° C до 34 ° C в те-
чение 3-4 часов после убоя. Аспирацию 
проводили с использованием TCM-199, 
модифицированного Hepes с добавлени-

ем гидрокарбоната натрия, L-глутамина, 
поливинилового спирта, гепарина гента-
мицина. Затем полученные ооциты три-
жды промывали в той же среде, но без 
гепарина, а после отбора их один раз про-
мывали в среде для созревания. Хотя ис-
следования проводили на свиньях и их 
яичниках, основные принципы получения 
ооцитов и среды для дозревания ооцитов 
очень схожи с методиками для крупного 
рогатого скота.  

Созревание ооцитов. После получения 
ооцитов их исследуют с исползованием 
стериомикроскопа при увеличении 40х. 
При этом ключевыми факторами, кото-
рые учитываются при определении каче-
ства ооцитов – это количество рядов ку-
мулюсных клеток, плотность их располо-
жения, прозрачность, а также цвет и 
наличие грануляции цитоплазмы ооцита 
[40]. Оптимальным для использования 
считается ооцит, который имеет как ми-
нимум пять слоев кумулюсных клеток, 
однако, для оценивания ооцитов исполь-
зуются различные системы оценки от 2-х 
до 4-х категорий пригодности [30,35,49].  

Известно, что в процессе созревания 
ооцитов они подвержены воздействию 
гонадотропных гормонов, что послужило 
основанием для использования гонадо-
тропинов и при матурации (созревании) 
ооцитов в культуре in vitro. Так, в публи-
кации Wei Suocheng [50] были оценены 
показатели скорости развития ооцитов, 
уровни апоптоза ооцитов и экспрессия 
рецепторов фолликулостимулирующего, 
лютеинизирующего гормона и релизинг 
факторов. Установлено, что добавление 
10 МЕ/мл ФСГ в матурирующую среду 
является оптимальным и увеличивает 
скорость созревания ооцитов, экспрессию 
рецепторов к ФСГ, ЛГ и ГНРГ и экспрес-
сию синтеза рецепторных белков.  

Проанализировав данные, представ-
ленные в таблице 2, можно отметить, что 
для созревания ооцитов после их предва-
рительного промывания их помещали в 
среду для созревания группами от 10 до 
150 шт в объеме среды от 50 мкл до 2500 
мкл. Среднее количество ооцитов при 
единовременном культивировании соста-
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вило 53,38±39,29, в среднем объеме 
909,38±972,32 мкл. Таким образом, про-
ведя анализ полученных данных, средний 
объем среды на один ооцит составил 
14,71±9,99 мкл, а количество ооцитов на 
1 мкл составило 0,1±0,07.  

Следующим немаловажным моментом, 
который можно выделить – это промыва-
ние ооцитов в матурирующем растворе 
после их переноса из раствора для прове-
дения OPU или поиска из боенских яич-
ников. Практически все изученные нами 
научные работы или публикации указыва-
ют, что промывание необходимо прово-
дить один или два раза. Исходя из нашего 
опыта можно отметить, что при переносе 
ооцитов из предыдущего раствора в мату-
рирующий, объемом несколько десятков 
микролитров это может сопровождаться 
сильным его разбавлением, что значи-
тельно повлияет на его состав. Степень 
разбавления во многом зависит и от объе-
ма используемой пипетки.  

Стоит отметить, что при непосред-
ственном переносе ооцитов без промыва-
ния могут попадать частички фоллику-
лярного эпителия, кумулюса и другие 
нежелательные частицы. Следовательно 
однократное или двукратное промывание 
ооцитов матурирующим раствором явля-
ется обязательной процедурой и препят-
ствует изменению состава матурационной 
среды.  

После промывания ооциты покрывали 
минеральным маслом для снижения окси-
дационного стресса, однако данный при-
ем указывался не во всех публикациях. 
Объем используемого масла варьирует от 
50 до 600 мкл и зависит как от объема 
внесенной матурирующей среды, так и от 
размера чашек Петри. Режим инкубирова-
ния мало отличался во всех случаях и, как 
правило, составлял  24 часа , 38,5-39 ℃ 
при 5% содержания СО2, кроме работ 
некоторых авторов, таких как Do и др. 
[42], которые дополнительно указывают 
19% O2 и 75% N2. Такой режим инкубио-
вания предусматривает использование 
мультигазовых инкубаторов и направлен 
на повышение  эффективности данной 
методики.   

Состав матурирующей среды очень 
разнообразен и содержит множество ком-
понентов в обозреваемых методиках. Од-
нако, можно отметить, что практически 
во всех методах основу его составляет  
среда 199, содержащая соли Эрла, кото-
рые используются в газовой среде с 5% 
СО2 (в других методиках при обеспече-
нии матурации в атмосферном воздухе 
используется 199-я среда с солью Хенк-
са). Наиболее распространенной является 
среда 199, модифицированная буфером 
Hepes.  Следующим по распространенно-
сти компонентом является  фетальная 
бычья сыворотка в концентрации 5-10%. 
Также в составе матурирующего раствора 
можно встретить такие компоненты, как 
пируват натрия, эстрадиол, гонадотропи-
ны, эпидермальный ростовой фактор и 
другие вспомогательные компоненты. В 
статье Avery и др., [45]  указывается ис-
пользование в среде для матурации пре-
парата Suigonan, который в своем составе 
содержит сыворотку жеребых кобыл, бо-
гатую фолликулостимулирующим и лю-
теинизирующим гормонами, а также хо-
рионический гонадотропин человека. По-
мимо компонентов, обеспечивающих со-
зревание ооцитов, в данную среду вносят 
противомикробные и противогрибковые 
компоненты для предотвращения разви-
тия микроорганизмов и грибов. Как пра-
вило используют Гентамицин в концен-
трации 50 мг/мл или пенициллин и стреп-
томицин по 100 МЕ/мл.  

Оплодотворение. Существует несколь-
ко способов достичь оплодотворения в 
лабораторных условиях, но одним из 
ключевых факторов является состояние 
гамет. В отношении ооцита важно было 
достичь его созревания в описанных вы-
ше условиях, но и сперматозоиды долж-
ны обладать оплодотворяющей способно-
стью, которая у них появляется после 
деблокирования ферментативной актив-
ности их акросомы и ряда других метабо-
лических изменений. Среди таких изме-
нений выделяют капацитацию. Как из-
вестно, сперматозоиды синтезируются в 
извитых семенных канальцах и накапли-
ваются в хвосте придатка семенника, где 
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находятся в состоянии анабиоза и не об-
ладают оплодотворяющей способностью. 
Их активация происходит только после 
эякуляции за счет изменения кислотности 
среды при смешивании с секретом прида-
точных половых желез. Капацитация про-
исходит уже после попадания эякулята 
или разбавленной спермы в половые пути 
самки. Таким образом, ряд авторов выде-
ляет факторы, препятствующие капацита-
ции и стимулирующие ее. Последние, 
вероятно, связаны со средой в половой 
системе самки, которая, в свою очередь, 
находится в динамике, и во многом зави-
сит от стадии эстрального цикла и кон-
центрации половых гормонов. Так, неко-
торые авторы отмечают негативное влия-
ние высоких концентраций прогестерона 
при обеспечении капацитации in vitro [55
–57,57–59]. Тем не менее, механизмы ка-
пацитации изучены недостаточно широ-
ко, но уже обобщены некоторые биохи-
мические и ультраструктуные изменения, 
которые приводят к устранению компо-
нентов, расположенных на базальной 
мембране сперматозоидов, изменению 
липидного состава мембраны сперматозо-
идов, повышению проницаемости ионов 
Ca, интенсивности метаболизма других 
факторов. Так, было установлено, что 
холестерин в высокой концентрации со-
держится в эякуляте и при его добавле-
нии в лабораторных условиях снижается 
оплодотворяющая способность спермато-
зоидов. В свою очередь было отмечено, 
что сперматозоиды способны высвобож-
дать холестерин при прохождении капа-
цитации, а некоторые вещества, такие как 
бычий сывороточный альбумин и липо-
протеины высокой плотности, могут сти-
мулировать этот процесс. В норме они 
содержатся в фолликулярной жидкости и 
попадают в яйцевод, связываясь с холе-
стерином и стимулируя его высвобожде-
ние. Ряд авторов [40][60] выделяют необходи-
мость присутствия кальция, так как он депони-
руется в акросоме сперматозоидов. Таким об-
разом для подготовки спермы к оплодотворе-
нию выделяют следующие способы:  

Метод Swim-up (SU) [61]. Одним из 
используемых средств является модифи-

цированный тирод-лактат (TALP), допол-
ненный альбумином и пируватом. Мето-
дика основана на миграционной способ-
ности сперматозоидов во время инкуби-
рования в специальной среде, т.е. актив-
ная фракция спермы всплывает на по-
верхность. 

Вторым по распространенности мето-
дом является центрифугирование спермы 
в градиентах плотности и осаждение их 
активной фракции на дне конической 
центрифужной пробирки. Более подробно 
о выполнении данной методики будет 
описано ниже.  

Также для отделения активной фрак-
ции использовали метод фильтрации 
спермы в предварительно промытом 
культуральной средой стекловолокнистом 
фильтре [40].  

Другими методами подготовки спермы 
для оплодотворения являются метод ми-
грационной седиментации,  магнитной 
сепарации, метод микрожидкостных ка-
мер и др. [62]. 

Более подробно эти методы описаны в 
клинических рекомендациях 
«Вспомогательные репродуктивные тех-
нологии и искусственная инсеминация» и в 
работах ряда зарубежных авторов [63–65]. 

В обзорной публикации Андреано 
Фернандеза [40], а также в рекомендаци-
ях компании «Nidacon» отчмечено, что 
наиболее распространенным и воспроиз-
водимым методом подготовки спермы 
для IVF процедуры является метод цен-
трифугирования в градиентах плотности с 
использованием в качестве градиента Per-
coll, который представляет микроскопи-
ческую взвесь диоксида кремния, покры-
тую поливинилперилидоном. Более по-
дробное рассмотрение данного метода 
представлено в таблице 3. Данная методи-
ка проводится в несколько этапов. Во-
первых, при использовании криоконсер-
вированной спермы ее размораживают на 
водяной бане также, как и при искус-
ственном осеменении с соблюдением 
температурного режима используемой 
методики. В дальнейшем в пробирке 
наслаивают два или три градиента Пер-
колла, не смешивая их между собой. От-
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таянную сперму аккуратно вносят сверху 
приготовленных растворов и центрифуги-
руют. В ходе центрифугирования актив-
ная фракция спермы скапливается на дне 
пробирки, а растворитель, менее актив-
ные и нежизнеспособные сперматозоиды 
остаются в надосадочной жидкости. В 
виду некоторой токсичности Перколла и 
возможности его взаимодействия со спер-
матозоидами необходимо перенести этот 
осадок в промывочную среду, ресуспен-
дировать и центрифугировать повторно. 
Далее опять удаляют часть надосадочной 
жидкости и смешанный осадок с остатка-
ми этой среды исследуют для определе-
ния концентрации. При получении нуж-
ной концентрации активной спермы ее 
вносят в среду для IVF для дальнейшего 
взаимодействия с ооцитами.  

Проанализировав данные таблицы, 
можно выделить следующие закономер-
ности: режим оттаивания спермы практи-
чески не отличается от аналогичного при 
искусственном осеменении, однако, в 
некоторых публикациях используют не-
сколько меньшую температуру оттаива-
ния, возможно для избегания значитель-
ных перепадов температуры при центри-
фугировании, т.к. центрифугирование 
проводится при комнатной температуре 
длительное время. Как правило использу-
ют два градиента – 45% и 90%. Режим 
центрифугирования составляет от 300 до 
700 g. Повторное промывочное центрифу-
гирование обычно не продолжительное и 
с меньшим усилием. Следует отметить, 
что приготовление рабочих растворов 
Перколла требует тщательной колибров-
ки с измерением их плотности, а режим 
центрифугирования будет зависеть от 
вида пробирок, объема жидкости и накло-
на пробирок в роторе центрифуги. Таким 
образом, для воспроизведения данной 
методики необходимо сделать некоторые 
поправки с учетом используемого обору-
дования. Так, например, в инструкции к 
приготовлению рабочих растворов Пер-
колла от компании «Сигма» предполага-
ется использовать колибровочный график 
и вычислить плотность и объем разбави-
теля для приготовления первичного рас-

твора SIP и дальнейшего приготовления 
растворов с необходимым процентом 
разбавления. Для калибровки предлагает-
ся использовать рефрактометр и опреде-
лять плотность раствора SIP и конечных 
растворов [70]. Однако, для определения 
плотности указаных растворов рефракто-
метрическим методом необходимо пере-
вести коэффициенты полученных значе-
ний преломления в плотность, что сильно 
усложняет поставленную задачу. В ряде 
публикаций указан коэффициент прелом-
ления различных концентраций Перколла 
и его пересчет в плотность [71,72], благо-
даря которым нам удалось выразить сте-
пень разбавления, коэффициент прелом-
ления и плотность этих растворов в взаи-
мосвязанной таблице (таб. 4). 

Культивирование эмбрионов in vitro. 
Культивирование эмбрионов в искус-
ственной среде должно воспроизводить 
такие же условия внешней для него сре-
ды, как и внутри организма в естествен-
ных условиях. Таким образом, важное 
значение в подборе питательных сред и 
физических факторов играет понимание 
метаболических измений самого эмбрио-
ноа в процессе его развития. Среди неко-
торых процессов энергетического обмена 
выделяют процессы окислительного фос-
форилирования с участием пирувата и 
оксалата, активно протекающие совмест-
но с циклом трикарбоновых кислот в пер-
вые несколько суток развития зиготы. В 
дальнейшем после 3-х суток у эмбриона 
активно развиваются процессы аэробного 
гликолиза [73]. Аминокислоты на ряду с 
другими веществами играют немаловаж-
ную роль в развитии эмбриона. Учеными 
установлена положительная взаимосвязь 
между наличием в составе питательных 
сред глицина, аланина, глутамина и дру-
гих компонентов [40]. Учитывая высокую 
чувствительность эмбрионов к различ-
ным факторам, особое внимание уделя-
лось качеству используемой в средах во-
ды, осмолярности и ионному составу. 
Так, при подготовке сред, оценивались 
различные способы получения дистилля-
та, такие как многократное дистиллиро-
вание, ультрафильтрация и метод обрат-
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ного осмоса. К примеру, осмолярность 
питательных сред должна находится в 
пределах от 270 до 300 мОсм; синтетиче-
ский секрет яйцевода, используемый при 
культивировании, содержит 4,5 мМ ионов 
К+, а соотношение ионов К/Na составляет 
0,32 +/- мМ. Питательные среды должны 
отвечать необходимым характеристикам, 
содержать нужные буферные системы и 
поддерживать концентрацию водородных 
ионов в пределах pH 7.3 – 7.4. Воздушная 
среда, как правило, поддерживается газо-
вым инкубатором либо с 5% углекислого 
газа либо используются более сложные 
модели, в которых также контролируется 
концентрация 5% углекислого газа, 5% 
кислорода и 90% азота. Характеристики 
технологии культивирования эмбрионов 
представлены в таблице 5.  

Как видно из таблицы 5, при культиви-
ровании эмбрионов необходимо придер-
живаться некоторых общих принципов. 
Культивирование, как и другие этапы, 
происходит в чашках Петри в газовом 
инкубаторе, причем некоторые исследо-
ватели выделяют большую эффектив-
ность мультигазовых инкубаторов, в ко-
торых контролируется не только уровень 
углекислого газа, но и кислорода с азо-
том. Также можно отметить, что объем 
культуральной среды в капле также имеет 
значение и составляет около 1 мкл среды 
на 1 культивируемый эмбрион. Аналогич-
но, как и при выполнении других этапов, 
важно производить промывание эмбрио-
на перед его культивированием от 1 до 4 
раз либо в культуральной среде, либо в ее 
модификации. Температура культивиро-
вания, как правило, составляет 38,5 – 39 °
C. В динамике развития эмбрион может 
выделять продукты обмена, а сама куль-
туральная среда взаимодействует с воз-
душной средой и, несмотря на использо-
вание минерального масла, окисляется. В 
связи с этим, необходимо обновлять эту 
среду либо переносом эмбрионов в новые 
чашки Петри, либо заменяя до 50% объе-
ма предыдущей среды новой. Состав 
культуральных сред очень разнообразен 
и, зачастую, схож со средами для матури-
рования на основе 199 среды с добавле-

нием дополнительных компонентов в 
виде фетальной сыворотки, противомик-
робных и противогрибковых препаратов, 
питательных компонентов, ростовых фак-
торов. В настоящее время наиболее рас-
пространена среда на основе синтетиче-
ского секрета яйцевода (SOF), которая 
также может сочетаться с добавлением 
как фетальной сыворотки так и других 
вспомогательных компонентов.  

Криоконсервация эмбрионов. Для 
криоконсервации эмбрионов широко ис-
пользуются специальные программируе-
мые замораживающее приборы, такие как 
Freeze Control® различных модификаций, 
и другие приборы, обеспечивающие кон-
тролируемое снижение температуры за-
мораживаемого объекта в сочетании с 
криопротекторными средами. Но, в насто-
ящее время, существует и другая техноло-
гия криоконсервации эмбрионов – витри-
фикация. Эти методы имеют ряд преиму-
ществ и недостатков [49,74,75]. Так, 
например, контролируемая заморозка 
требует использования меньших концен-
траций криопротекторов и таким образом 
оказывает меншее токсическое действие 
на эмбрион, но при этом требуется значи-
тельно больше времени для осуществле-
ния этой методики и необходим дорого-
стоящий прибор [31,38]. Витрификация в 
свою очередь производится очень быстро, 
при этом нет необходимости использо-
вать програмируемый замораживатель, но 
для осуществления этой методики ис-
пользуются специальные среды, концен-
трация криопротектора в которых как 
правило более значительная. В литерату-
ре упоминается множество подходов для 
обеспечения витрификации эмбрионов. 
Так в публикации Van Hong Do 
«Сравнение оплодотворяемости крупного 
рогатого скота при подсадке реципиентам 
невитрифицированных и витрифициро-
ванных эмбрионов» указывается следую-
щая методика: все манипуляции проводят 
на подогревательном столике при 37 °C.  
От одной до четырех бластоцист помеща-
ли в объем 50 мкл уравновешивающего 
раствора (среда TCM-199 на основе Hepes 
(TCM-H), содержащая 1% BSA по весу, 
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7,5% DMSO и 7,5% этиленгликоля) на 3 
мин. Затем бластоцисты переносили в 50 
мкл витрификационной среды (TCM-H, 
содержащий 1% мас./Об. BSA, 15% об./
об. DMSO и 15% об. этиленгликоля, с 
добавлением 0,5М сахарозы). В течение 1 
мин после переноса в среду для витрифи-
кации эмбрионы загружали в устройство 
Cryotop® (Китазато, Токио, Япония) в 
минимальном объеме среды примерно 0,1 
мкл с использованием стеклянной пипет-
ки. После загрузки эмбрионов устройство 
Cryotop® погружали непосредственно в 
жидкий азот. 

Таким образом, проанализировав до-
ступные отечественные и зарубежные 
литературные источники, можно сделать 
вывод, что производство и криоконсерва-
ция эмбрионов животных in vitro является 
очень сложной и многоэтапной процеду-
рой, которая должна обеспечивать все 
необходимые физические и химические 
условия для развития как ооцитов, так и 
эмбрионов. Но, каждый этап этой техно-
логии подчиняется общим биологическим 
принципам, а основные параметры жид-
костных и газовых сред имеют схожую 
основу, хотя и отличаются в рамках вспо-
могательных компонентов, направленных 
на повышение эффективности данной 
методики. Представленный в публикации 
обзор не только обобщает некоторые 
принципы выполнения каждого этапа in 
vitro технологии, но и указывает на акту-
альные направления для научных иссле-
дований, которые позволят в будущем 
разработать новые репродуктивные тех-
нологии и пути решения существующих 
проблем, связанных с показателями про-
изводства и приживляемости IVP эмбрио-
нов.  
Modern approaches for obtaining and 
cryoconservation of cattle embryos in 
vitro. Nikitin G.S. – docent, PhD of Vet. 
Scie. Federal state budgetary educational 
institution of higher education «St. Peters-
burg State University of veterinary medi-
cine». 
ABSTRACT 

Currently, the transplantation of embryos 
of farm animals is widely used in reproduc-

tion in many countries. However, due to the 
low efficiency and low survival rate of em-
bryos, in comparison with artificial insemi-
nation, it is used mainly as an additional 
biotechnological method, aimed at more 
rational use of genetically valuable breeding 
animals and accelerating selection, especial-
ly in relation to the breeding nucleus. The 
use of the technology for in vitro production 
of cattle embryos (IVP - in vitro produced) 
makes it possible to significantly accelerate 
the intensity of animal breeding and is an 
urgent topic for study. Researches by many 
scientists are aimed at studying aspects as-
sociated with folliculogenesis, stimulation 
of poliovirus, and factors affecting embryos 
and oocytes, which can increase the effec-
tiveness of this procedure. However, mod-
ern leaders in reproductive technologies, 
such as Agtech, Inc., IETS, Animal Repro-
duction Laboratory (Colorado State Univer-
sity) and others, do not give specific instruc-
tions and recommendations for the produc-
tion of embryos in vitro, and the achieve-
ments in this area are described mainly in 
scientific publications. 
The article provides an overview of the key 
stages of modern biotechnological methods 
for accelerated reproduction of high-value 
farm animals, including follicle puncture 
and oocyte aspiration (OPU - ovum pic-up), 
oocyte maturation in vitro (IVM - in vitro 
maturation), sperm preparation and oocyte 
fertilization (IVF - in vitro fertilization), 
embryo cultivation (IVC - in vitro culture), 
as well as cryopreservation of the resulting 
embryos. The literature review presented in 
the publication touches upon the issues of 
folliculogenesis and oogenesis in animals, 
and some principles of neuroendocrine reg-
ulation of the estrous cycle and their rela-
tionship, when using various methods of 
obtaining oocytes. Publications of various 
authors over this topic made it possible to 
generalize the methods used and present 
them in the article at the form of summary 
tables, which describe the differences in 
temperature regimes of incubation, the con-
ditions for transporting biomaterial, consid-
ered the main physical parameters of the 
external environment of oocyte cultivation; 
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their fertilization and further development; 
highlights the characteristics and the compo-
sition of various nutrient media; methods for 
preparing sperm for oocyte fertilization are 
described, and summary data on the calibra-
tion of working solutions during centrifuga-
tion of sperm in density gradients are sum-
marized, including some patterns of cryo-
preservation of embryos by various meth-
ods. 
Funding: The reported study was funded by 
RFBR, project number 20-116-50169. 
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