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Аннотация
Исследования направлены на оценку и оптимизацию методов транспортировки яичников 
крупного рогатого скота, а также методов созревания ооцит-кумулюсных комплексов (ОКК) 
для последующего экстракорпорального оплодотворения (ЭКО) и культивирования эмбрионов 
до стадии бластоцисты in vitro. Апробированы температурные режимы транспортировки 
яичников при температуре +4°C и +37,5°C, а также 3 системы in vitro созревания – in vitro 
maturation (IVM) ооцитов крупного рогатого скота с использованием питательных сред 
промышленного производства для культивирования предимплантационных эмбрионов: BO-
IVM (IVF-Bioscience), Continuous Single Culture Complete (CSCM–C) with Gentamicin and 
HSA (Irvine Scientific) с добавлением 50 мкг/мл хорионического гонадотропина человека 
и 5 мкг/мл фолликулостимулирующего гормона, а также метод CAPA-IVM (capacitation IVM) 
с добавлением в среду CSCM–C1мМ N6,2ʹ-O-дибутириладенозин 3′,5′-цикломонофосфата 
и 0,5мМ 3-изобутил-1-метилксантина. По результатам сравнения режима транспортировки 
при температуре +4°C и +37,5°C были получены сопоставимые результаты. Уровень дозре-
вания ооцитов методом CAPA-IVM на среде CSCM–C составил 52,4%, уровень формиро-
вания бластоцист – 14,8%, что сопоставимо с результатами контрольной группы на среде, 
разработанной для созревания, оплодотворения и культивирования эмбрионов крупного 
рогатого скота: BO-IVM/BO-IVF/BO-IVC (IVF-Bioscience) – 36,2 и 18,8% соответственно. 
Таким образом, метод CAPA-IVM, по результатам наших исследований, представляется 
перспективным для использования во вспомогательных репродуктивных технологиях 
крупного рогатого скота.
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Abstract
This study aimed to evaluate and optimize methods for transporting bovine ovaries, as well 
as methods for in vitro maturation (IVM) of oocyte-cumulus complexes (OCCs) for subsequent 
in vitro fertilization (IVF) and embryo culture to the blastocyst stage in vitro. Ovary transporta-
tion temperature regimes of +4°C and +37.5°C were tested, along with three in vitro maturation 
systems for bovine oocytes utilizing commercially available media designed for preimplantation 
embryo culture: BO-IVM (IVF-Bioscience), Continuous Single Culture Complete (CSCM–C) 
with Gentamicin and HSA (Irvine Scientific) supplemented with 50 µg/mL human chorionic 
gonadotropin and 5 µg/mL follicle-stimulating hormone, and the CAPA-IVM (capacitation IVM) 
method with the addition of 1mM N6,2’-O-dibutyryl adenosine 3’,5’-cyclic monophosphate and 
0.5mM 3-isobutyl-1-methylxanthine to CSCM–C medium. Comparable results were obtained 
between the transportation temperature regimes of +4°C and +37.5°C. The oocyte maturation rate 
using the CAPA-IVM method in CSCM–C medium was 52.4%, with a blastocyst formation rate 
of 14.8%. This is comparable to the results obtained in the control group utilizing media specifi-
cally formulated for bovine oocyte maturation, fertilization, and embryo culture – BO-IVM/BO-
IVF/BO-IVC (IVF-Bioscience) – which yielded 36.2% and 18.8%, respectively. Therefore, 
based on our results, the CAPA-IVM method appears promising for use in assisted reproductive 
technologies in cattle.
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Введение
Introduction

Для изучения предимплантационного эмбрионального развития сельскохозяй-
ственных животных, в частности, крупного рогатого скота, а также для исследований, 
включающих в себя перенос ядер и трансгенные технологии, зачастую единственный 
способ получения ооцитов сельскохозяйственных животных – это отбор яичников 
постмортально с последующим выделением ооцит-кумулюсных комплексов (ОКК) 
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и дозреванием ооцитов в лабораторных условиях. Проблемой при таком способе из-
влечения гамет является гетерогенность ооцитов, полученных из незрелых фолли-
кулов, и их низкая компетентность к дальнейшему развитию, имплантации и живо-
рождению. Разработка эффективной технологии извлечения антральных фолликулов 
и достижения ооцитами мейотической зрелости в условиях in vitro культивирования 
позволит обеспечить пул генетического эмбрионального материала для проведения 
исследовательских работ.

Успешное развитие эмбрионов крупного рогатого скота in vitro зависит от раз-
личных факторов включая качество ооцитов и сперматозоидов, состав питательной 
среды и условия культивирования. Помимо самого процесса созревания ооцитов 
и развития предимплантационных эмбрионов в условиях инкубатора, критически 
важным этапом является процесс транспортировки отобранных постмортально яич-
ников, поскольку для сохранения компетентности ооцитов необходимо соблюде-
ние временных ограничений и температурного режима от момента забора яичника 
до поступления биоматериала в лабораторию. Во время транспортировки приток 
крови к яичникам останавливается, и ооциты в фолликулах оказываются в условиях 
снижения уровня кислорода и глюкозы, а также накопления продуктов обмена. Для 
снижения неблагоприятных эффектов необходимо минимизировать время доставки 
яичников, однако сроки транспортировки не всегда можно контролировать. Другим 
способом снизить неблагоприятные эффекты при отсутствии возможности быстро 
доставить биоматериал является транспортировка при пониженной температуре. 
Однако в ооцитах, подвергавшихся воздействию низких температур, нарушается 
веретено деления и цитоскелет, изменяется профиль транскрипции генов. Таким 
образом, режим транспортировки яичников необходимо выбирать в зависимости 
от предполагаемого срока их транспортировки и удаленности эмбриологической 
лаборатории.

Технология созревания незрелых ооцитов вне организма самки – in vitro matu-
ration (IVM). Для использования в IVM ОКК может быть получен из любой стадии 
развития антрального фолликула от 1 мм до 20 мм. Известно, что фолликулярная 
среда яичников поддерживает мейотический арест ооцитов, поэтому аспирация 
ОКК из фолликула и культивирование ОКК in vitro в питательной среде приведут 
к тому, что большинство ооцитов спонтанно возобновят мейотическое деление со-
зревания [1]. При стандартном протоколе IVM ОКК культивируются в среде с до-
бавлением фолликулостимулирующего гормона (ФСГ), хорионического гонадо-
тропина (ХГЧ) или лютеинизирующего гормона (ЛГ) и других добавок в течение 
24–48 ч для имитации пика ЛГ во время овуляции. Выбор гормональных добавок 
и их соответствующих концентраций является вариабельным у разных исследова-
телей [2, 3]. Физиологически преовуляторный всплеск ЛГ необходим для запуска 
возобновления мейоза и ядерного созревания ооцитов in vivo. Однако влияние ЛГ 
и ХГЧ на созревание и развитие ооцитов in vitro в условиях инкубатора все еще 
остается недоказанным.

Несмотря на десятилетия исследований факторов, влияющих на компетентность 
ооцитов, и многочисленные опубликованные исследования на разных млекопитающих 
и человеке, IVM как в клинических условиях, так и в животноводстве применяется 
на практике с низкой эффективностью [4]. Большинство опубликованных работ сви-
детельствует о снижении компетентности к развитию ооцитов, созревших in vitro, 
по сравнению со зрелыми ооцитами, созревшими in vivo, а также, что более важно, 
о более низкой частоте наступления беременности после IVM [5, 6].

Известно, что одной из причин низкой эффективности IVM является асинхрон-
ное ядерное и цитоплазматическое созревание: ядерное созревание заканчивается 
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раньше, чем цитоплазматическое. В результате отставания цитоплазматического со-
зревания морфологически созревший ооцит на стадии метафазы II мейотического де-
ления не несет необходимых мРНК и не успевает синтезировать белки, необходимые 
для успешного процесса оплодотворения, завершения деления созревания и экструзии 
второго полярного тела. У млекопитающих показано, что ооцит удерживается в фазе 
ареста мейотического деления на стадии GV (germinal vesicle) за счет накопления 
в цитоплазме циклического аденозинмонофосфата (цАМФ) и циклического гуано-
зинмонофосфата (цГМФ) [7]. Соответственно при аспирации ооцита из антрального 
фолликула происходит замена фолликулярной жидкости на питательную среду, что 
приводит к снижению внутриооцитарной концентрации цАМФ и, как следствие, к воз-
обновлению мейоза.

Существуют подходы к задержке ядерного деления путем добавления в сре-
ду культивирования цАМФ для повышения его внутриклеточной концентрации, 
что обеспечивает завершение цитоплазматического созревания. В этой связи раз-
личные подходы использовались для ингибирования возобновления мейотиче-
ского деления в незрелых ооцитах: культивирование в фолликулярной жидкости, 
культивирование в присутствии париетальных гранулезных клеток, добавление 
форсколина (ФСК) и 3-изобутил-1-метилксантина (ИБМХ) [8], созревание в при-
сутствии натрийуретического пептида C-типа (CNP) [9]. ФСК активирует фермент 
аденилатциклазу, что приводит к повышению внутриклеточного уровня цАМФ. 
ИБМХ блокирует неселективную активность фосфодиэстеразы 3А, предотвращая 
инактивацию внутриклеточного цАМФ. CNP, секретируемый клетками гранулезы, 
индуцирует выработку циклического гуанозинмонофосфата (цГМФ). цГМФ в свою 
очередь регулирует уровни цАМФ, конкурируя за гидролизующую активность 
специфической для ооцитов фосфодиэстеразы 3А. В совокупности такой подход 
был назван изначально как SPOM – Simulated Physiological Oocyte Maturation – 
симуляция физиологичного созревания ооцитов, а позднее переименован в CA-
PA-IVM (capacitation IVM). После предварительной инкубации ОКК в присутствии 
ингибиторов ядерного деления следует непосредственно IVM – созревание ооцита 
с завершением ядерного и цитоплазматического деления, выбросом первого по-
лярного тела и образованием ооцита на стадии MII (метафаза II) – зрелого ооцита, 
готового к оплодотворению.

Цель исследований: оценить возможность применения метода CAPA-IVM для 
физиологичного созревания постмортально извлеченных ОКК крупного рогатого ско-
та путем предварительного инкубирования в среде с 1 мМ N6,2ʹ-O-дибутириладенозин 
3′,5′-цикломонофосфата и 0,5 мМ 3-изобутил-1-метилксантина в течение 2 ч.

Методика исследований
Research method

Исследования выполнены в 2019–2023 гг. Яичники коров отбирали постмор-
тально на специализированном убойном пункте и транспортировали в лабораторию 
при температуре +37–38°C или +4°C в течение 4–6 ч после получения. Контроль тем-
пературных условий осуществляли с помощью специализированного транспортного 
термоконтейнера. В лаборатории яичники промывали физиологическим раствором 
и аспирировали фолликулы размером от 2 до 10 мм с помощью шприцев объемом 
5–10 мл с иглой 18G. Из нестимулированных яичников (без гормонального праймиро-
вания) удавалось получить от 0 до 10 ОКК разной степени зрелости. Для эксперимен-
тов были отобраны ОКК с тремя и более слоями клеток кумулюса и морфологически 
гомогенной цитоплазмой.
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Созревание ооцитов (IVM) проводилось тремя способами:
1. С использованием специализированной среды промышленного производства 

для созревания ооцитов крупного рогатого скота BO-IVM (IVF-Bioscience). ОКК по-
мещали в 500 мкл среды созревания, покрытой минеральным маслом для клеточ-
ных культур (Sage, США), на 24–26 ч при уровне углекислого газа 6,5%, кислороде 
5,0% и температурном режиме +38,5 ºC.

2. С  использованием среды промышленного производства для куль-
тивирования эмбрионов человека Continuous Single Culture Medium Com-
plete  (CSCM–C, Irvine Scientific, США) с  добавлением 50 мкг/мл ХГЧ  (Хо-
рионический гонадотропин человека, РФ) и  0,5 мкг/мл ФСГ  (Гонал, Serono). 
В 500 мкм среды с добавленными гормонами под минеральным маслом помещали 
ОКК на 24–26 ч при уровне углекислого газа 6,5%, кислороде 5,0% и температурном  
режиме +38,5 ºC.

3. ОКК помещали на  2  ч в  среду CSCM–C, содержащую 1мМ N6,2ʹ-O-
дибутириладенозин 3′,5′-цикломонофосфата  (Sigma) и  0.5мМ 3-изобутил-1-
метилксантин (IBMX, Sigma). Через 2 ч ОКК переносили в среду CSCM–C с 0,1 МЕ 
ФСГ под минеральным маслом на 22–24 ч культур при уровне углекислого газа 6,5%, 
кислороде 5,0% и температурном режиме +38,5°C.

Экстракорпоральное оплодотворение проводили с применением криоконсер-
вированных сперматозоидов племенного быка, замороженных в соломинах объемом 
0,5 мл, согласно ранее описанной методике [10]. Обработку сперматозоидов прово-
дили методом центрифугирования в градиенте плотности: 3 мл 80% Percoll (ORI-
GIO Gradien 40/80, Дания) в течение 15 мин 1500 об/мин при комнатной температу-
ре. Осадок сперматозоидов после центрифугирования промывали буферной средой 
Sperm Wash (ORIGIO, Дания), содержащей 3 МЕ гепарина, в течение 10 мин при 
1000 об/мин. После центрифугирования и отмывки образца вносили в среду опло-
дотворения с ОКК сперматозоиды в концентрации 1,0–2,0 × 106 подвижных спер-
матозоидов на 1 мл среды. В качестве среды оплодотворения использовали для 
первой группы BO-IVF (IVF-Bioscience), для второй и третьей групп – CSCM–C. 
Инкубировали ОКК в среде под минеральным маслом при том же температурном 
и газовом режиме. Через 16–18 ч после инсеминации комплексы полностью очи-
щали от кумулюсных клеток и сперматозоидов и переносили в среду культивиро-
вания: для первой группы – BO-IVС (IVF-Bioscience), для второй и третьей групп – 
CSCM–C. Эмбрионы культивировали при тех же условиях без смены среды весь 
период развития до стадии бластоцисты, что составило в среднем 180–190 ч после 
оплодотворения.

Таблицы сопряженности 2 × 2 и критерий χ2 использовали для анализа различий 
между группами. Статистическую значимость определяли достоверной при уров-
не p < 0,05.

Результаты и их обсуждение
Results and discussion

Согласно полученным нами данным, представленным в  таблице  1, транс-
портировка яичников при двух температурных режимах +4°C и +38,0°C в течение 
4–6 ч приводила к схожим результатам по уровню дробления эмбрионов и по количе-
ству сформированных бластоцист. Тенденция увеличения количества формирующихся 
бластоцист при транспортировке яичников КРС при температурном режиме +38,0°C 
не достигала статистической значимости.
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Таблица 1
Результаты транспортировки яичников при температуре +4°C и +38,0°C

Table 1
Results of ovary transportation at +4°C and +38.0°C

Температура транспортировки, °C +4 +38

Количество ооцит-кумулюсных комплексов, шт. 113 203

Ооциты, начавшие дробление 26 (23,0%) 61 (30,5%)

Сформированные бластоцисты 3 (11,5%) 12 (19,7%)

Статистически значимых различий не выявлено.
Морфология извлеченных ОКК различалась по структуре кумулюса, его много-

слойности, по состоянию ооплазмы (рис. 1). По нашим данным, ооциты, полученные 
из комплексов (рис. 1а, 1б, 1в), были компетентны к созреванию, оплодотворению 
и последующему дроблению. Расширенные ОКК (рис. 1г) характерны для зрелых 
ооцитов на стадии МII. Желеобразные ОКК (рис. 1д, 1е) характерны для неовулиро-
вавших лютеинизированных фолликуллов, ооциты из комплексов такого типа не до-
зревали и не оплодотворялись в наших условиях.

Через 24–26 ч после культивирования в среде для IVM ооцит-кумулюсные ком-
плексы КРС морфологически изменялись, увеличивались в размере, клетки кумулюса 
расширялись и становились менее уплотненными (рис. 2).

Рис. 1. Ооцит-кумулюсные комплексы, полученные постмортально  
из донорского материала (увеличение × 40):  

а, б, в-полученные из комплексов; г – расширенные; д, е – желеобразные (ориг.)
Figure 1. Oocyte-cumulus complexes obtained post mortem  

from donor material ( × 40 magnification):  
a, b, c – obtained from complexes; d – expanded; e, f – gelatinous (original)



117

Рис. 2. Ооцит-кумулюсные комплексы через 24 ч созревания, увеличение × 40 (ориг.)
Figure 2. Oocyte-cumulus complexes after 24 hours of maturation ( × 40 magnification) (original)

Количество и качество ОКК извлеченных из нестимулированных яичников 
постмортально существенно различаются у разных особей. Из яичников удавалось 
получить от 0 до 30 ОКК. Среднее полученное количество ОКК на яичник составило 
2,5. При использовании яичников, полученных post mortem, животные не подвергают-
ся предварительному воздействию экзогенного ФСГ, поэтому в яичниках преобладают 
некрупные антральные фолликулы. В целом посмертное извлечение и созревание 
ооцитов накладывают на исследовательскую работу ряд ограничений – таких, как не-
известная стадия цикла, возраст и состояние животных. При этом все перечисленные 
факторы могут негативным образом сказаться на качестве полученного генетического 
материала и, как следствие, на уровне формирующихся бластоцист, приемлемых для 
переноса в полость матки корове-реципиенту [11]. В ряде случаев яичники содержали 
крупные доминантные фолликулы или желтые тела, свидетельствующие об овуляции. 
В таких случаях антральные фолликулы могут содержать ооциты со сниженной ком-
петентностью к дальнейшему развитию, так как in vivo овуляторный пик ЛГ уже про-
шел, доминантный фолликул овулировал, а остальные антральные фолликулы не раз-
виваются и подвергаются атрезии. Такие яичники были нами исключены из работы.

Результаты созревания ооцитов, оплодотворения и культивирования эмбрионов 
до стадии бластоцисты приведены в таблице 2.

Таблица 2
Данные по созреванию ооцитов КРС в трех системах IVM

Table 2
Results on bovine oocyte maturation in three IVM systems

Показатель 1 группа 2 группа 3 группа

Среда, методика ВО-IVM CSCМ–C + ХГЧ + ФСГ CSCМ–C + САРА-IVM

Количество  
ооцит-кумулюсных комплексов 425 118 103

Количество 
делящихся эмбрионов 154 (36,2%) 44 (37,3%) 54 (52,4%)*

Количество бластоцист 29 (18,8%) 3 (6,8%)* 8 (14,8%)

*Статистическая достоверность отличий между группами p*≤0,05.
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Мы сравнили три метода созревания ооцитов, в том числе на средах для куль-
тивирования эмбрионов человека с добавлением гормонов и с пре-культивированием 
по методу CAPA-IVM. Сравнительный анализ трех систем созревания ооцитов круп-
ного рогатого скота показал, что наиболее эффективно дозревание происходит при 
использовании метода САРА-IVM (52,4%), что достоверно выше, чем при использо-
вании среды BO-IVM (36,2%) и при добавлении ФСГ/ХГЧ в среду CSCМ–C (37,3%). 
Однако уровень формирования бластоцист сопоставим как при использовании ме-
тода САРА-IVM (14,8%) на среде CSCМ–C, так и при применении линейки сред 
IVF-Bioscience, специализированной для КРС (18,8%). При этом добавление ХГЧ 
и ФСГ в используемых нами концентрациях в  среду CSCМ–C с последующим 
культивированием в этой среде оказалось значимо менее эффективно по уровню 
эмбрионов, сформировавших бластоцисту (6,8%). Однако необходимо отметить, 
что используемая в качестве контроля линейка сред IVF-Biosciense поставляется 
производителем, будучи уже готовой к использованию. Кроме того, производи-
тель не раскрывает состав среды в инструкции, поэтому мы сочли, что добавление 
ФСГ + ХГЧ или dbcAMP + IBMX к среде ВО-IVM может привести к непрогнози-
руемому результату.

В качестве среды для метода CAPA-IVM и IVM с добавлением гонадотропи-
нов использовали CSCМ–C, разработанную для культивирования эмбрионов чело-
века. В дальнейшем, каждую группу продолжали культивировать на выбранной ли-
нейке сред. Высокий уровень дозревания в группе CAPA-IVM, значимым образом 
превышающий контрольные значения, не привел к высокому выходу бластоцист 
в этой группе. Возможно, среда, предназначенная для развития эмбрионов челове-
ка, неполностью соответствует потребностям предимплантационных эмбрионов 
крупного рогатого скота. Тем не менее метод CAPA-IVM, по результатам наших 
исследований, оказался достаточно перспективным. В отличие от этого в стандарт-
ной схеме IVM с добавлением гонадотропинов ооциты созревают спонтанно при 
удалении из фолликулярной жидкости, что приводит к преждевременному возоб-
новлению мейоза без сложного каскада молекулярных сигналов, способствующих 
дозреванию цитоплазмы. Культуральная среда для созревания ооцитов при этом 
содержит гонадотропины (ЛГ/ХГЧ и ФСГ), имеющиеся в норме в организме в про-
цессе оогенеза.

Пик ЛГ возникает in vivo в период созревания ооцитов перед овуляцией. При 
антральной стадии фолликулогенеза необходим также и ФСГ, который оказывает 
влияние на взаимодействие клеток ОКК с ооцитом через щелевые контакты. Клет-
ки гранулезы регулируют созревание ооцитов путем изменения внутриооцитарной 
концентрации цАМФ, цГМФ, метаболитов и РНК [12, 13]. После овуляции ооцита 
из фолликула уровень цАМФ в его цитоплазме снижается, что приводит к возобнов-
лению мейотического деления. Все эти взаимодействия являются определяющими 
факторами созревания ооцита и возобновления мейоза, а также компетенции ооцита 
к дальнейшему развитию.

Гетерогенный источник аспирированных постмортально незрелых ооцитов, 
извлеченных из фолликулов на разных фазах роста, приводит к нарушению способ-
ности ооцита к дальнейшему развитию ввиду нарушения мейотического деления 
созревания. Процесс созревания ооцита в организме млекопитающего достаточно 
длительный, при этом созревание в условиях лаборатории IVM составляет 24–48 ч. 
В результате в цитоплазме ооцита не накапливается достаточно мРНК, необходи-
мых белков и не происходит своевременного перераспределения внутриклеточных 
органелл, что приводит к несинхронному ядерному и цитоплазматическому созрева-
нию [14, 15]. Несмотря на то, что некоторые ооциты в малых антральных фолликулах 
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способны развиться до бластоцисты, необходим дополнительный преинкубационный 
период для их правильного созревания. Поэтому метод «предварительного созрева-
ния» CAPA-IVM, который имитирует естественный физиологический рост цикличе-
ских нуклеотидов во время созревания фолликула, способен увеличить компетент-
ность ооцита, его способность созреть, успешно оплодотвориться и сформировать 
бластоцисту.

Необходимым является проведение дальнейших исследований для оптимизации 
методики CAPA-IVM, в том числе с использованием другой культуральной среды, 
поддерживающей дробление эмбрионов крупного рогатого скота.

Выводы
Conclusions

Сопоставимые исходы по  уровню дозревания и  формирования бластоцист 
были получены при транспортировке яичников коров при температуре как +4°C, так 
и +38,5°C. Тенденция увеличения количества формирующихся бластоцист при транс-
портировке яичников КРС при температурном режиме +38,0°C не достигала стати-
стической значимости.

Более эффективным для созревания ооцитов КРС стало применение метода 
CAPA-IVM с добавлением в среду CSCM–C1мМ N6,2ʹ-O-дибутириладенозин 3′,5′-ци-
кломонофосфата и 0,5мМ 3-изобутил-1-метилксантина. При этом уровень оплодотво-
ренных и дробящихся ооцитов достигал 50%, что было значимо выше контрольных 
показателей в группе ооцитов, культивируемых на среде IVF-Biosciense. Формиро-
вание бластоцист при этом составило около 15%, что сопоставимо с контрольными 
значениями.

Добавление гормонов ФСГ и ХГЧ в используемых нами концентрациях в среду 
CSCM–C эффективно поддерживало созревание ооцитов и их последующее оплодот-
ворение и дробление, однако уровень формирования бластоцист в данной группе был 
достоверно ниже.
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