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Аннотация. Выявление факторов, детерминирующих приобретение донорскими ооцитами компетентности к парте-
ногенетическому развитию, позволит разработать эффективный метод получения партеногенов для решения фунда-
ментальных проблем регуляции активности генов в онтогенезе, создания гомозиготных линий эмбриональных ство-
ловых клеток, совершенствования этапов технологии клонирования, моделирования сред для дозревания ооцитов in 
vitro. Цель исследования – оценить потенции ооцитов Bos taurus, созревших в различных системах культивирова-
ния, к индуцированному холодовым шоком партеногенезу. Методы. Для созревания ооцитов использовали системы 
культивирования следующего состава: 1 – ТС-199 с 10 % процентами фетальной бычьей сыворотки (ФБС), 50 мкг/мл 
эстрадиола, 10 мкг/мл лютеинизирующего гормона, 10 мкг/мл фолликулостимулирующего гормона; 2 – ТС-199 с 10 % 
эстральной сыворотки коров; 3 –Т С-199 с 50 % жидкости фолликулов (Ø 3–8 мм); 4 – ТС-199 с 50 % белков фолли-
кулярной жидкости молекулярной массой 65 кДа; 5 – ТС-199 с 10 % ФБС, 1×106 клеток гранулезы на 1 мл среды; 
6 – ТС-199 с 10 % ФБС и стенками фолликулов (Ø 6–8 мм); 7 – ТС-199 с 10 % ФБС, 1×106 клеток гранулезы на 1 мл 
среды и стенками фолликулов (Ø 6–8 мм). После 24 часов культивирования ооциты активировали холодовым шоком 
(экспозиция 20 минут, температура 0…–4 °С). Результаты. Доля эмбрионов на стадиях поздней морулы и бластоцисты 
из ооцитов, созревших в системе 7, составила 45 % (58/129), что оказалось значительно выше, чем в других системах: 
1 – 28 % (39/141), P < 0,05; 2 – 31 % (42/137), P < 0,05; 3 – 25 % (33/133), P < 0,01; 4 – 18 % (25/139), P < 0,001; 5 – 31 % 
(41/132), P < 0,05; 6 – 33 % (43/129). Введение в среду созревания ооцитов эстрадиола или структурных компонентов 
антральных фолликулов способствовало увеличению доли партеногенов на доимплантационных стадиях развития (в 
том числе и бластоцисты) и снижению уровня дегенерированных эмбрионов. Научная новизна. Впервые проведен 
сравнительный морфологический анализ потенций к партеногенезу ооцитов коров, созревших в различных системах 
культивирования и индуцированных к партеногенезу холодовым шоком, предложены оптимальные системы созрева-
ния женских гамет in vitro. С учетом анализа полученных результатов рекомендовано для получения партеногенов пу-
тем активации холодовым шоком до момента индукции к партеногенезу ооциты коров культивировать в средах, допол-
ненных 50 нг/мл эстрадиола или структурными компонентами антральных фолликулов, продуцирующими эстрадиол.
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Постановка проблемы (Introduction)
Необходимость в разработке эффективных методов по-

лучения партеногенетических зародышей животных дикту-
ется интенсификацией исследований в области фундамен-
тальных основ формирования яйцеклетки, компетентной к 
созреванию in vitro, и совершенствованием инновационных 
клеточных репродуктивных технологий, в основе которых 
лежит базовый метод экстракорпорального созревания оо-
цитов (клонирование, трансгенез, в т.  ч. редактирование 
генома с использованием технологии CRISPR/Cas9) [12], 
[14], [15]. Многочисленные исследования были иницииро-
ваны для изучения влияния материнского и отцовского ге-
номов на раннее развитие млекопитающих [6], [7], [9]. Для 
этих исследований партеногенетические эмбрионы явля-

ются уникальной моделью доимплантационного и ранне-
го постимлантационного развития животных в отсутствии 
какого-либо вклада мужской гаметы. Партеногенетическая 
активация используется для биохимических и морфологи-
ческих исследований ооцитов во время оплодотворения 
и раннего развития и является критическим компонентом 
процедуры клонирования [10]. Кроме того, анализ партено-
генов является классическим способом исследования меха-
низмов импринтинга [5], [11]. В последнее время разработ-
ка способов получения партеногенетических зародышей 
привлекает внимание для технологии конструирования 
партеногенетических линий эмбриональных стволовых 
клеток [5], [13]. Несмотря на то что партеногенетические 
зародыши получены у многих видов животных, протоко-
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лы экспериментов требуют совершенствования. Для полу-
чения партеногенов млекопитающих используют модель 
экстракорпорального созревания донорских ооцитов с по-
следующей их активацией. Существуют множество типов 
активации яйцеклеток, в том числе химическая, физиче-
ская, в итоге приводящие к подъему концентрации интра-
цитоплазматического кальция, как следствие, стартуют 
процессы, приводящие к партеногенетическому развитию 
[3], [4], [8], [16]. Однако до сих пор оптимальной модели 
активации ооцитов коров к партеногенезу не разработано. 
Актуальной проблемой совершенствования технологии 
получения партеногенов продолжает оставаться система 
созревания женских гамет для получения как нативных, 
так и партеногенетических эмбрионов. Выявление факто-
ров, детерминирующих приобретение донорскими ооци-
тами компетентности к партеногенетическому развитию, 
позволит смоделировать адекватную среду для повыше-
ния выхода партеногенов из активированных ооцитов для 
решения фундаментальных проблем регуляции активно-
сти генов в онтогенезе, получения гомозиготных линий 
эмбриональных стволовых клеток, совершенствования 
отдельных этапов технологии клонирования, моделиро-
вания состава сред для дозревания донорских ооцитов in 
vitro. 

Цель настоящего исследования – с использованием 
различных систем экстракорпорального созревания ооци-
тов идентифицировать факторы, детерминирующие ком-
петентность ооцитов Bos taurus к индуцированному холо-
довым шоком партеногенезу. 

Методология и методы исследования (Methods)
При проведении исследований использовали пост-

мортальные яичники коров на стадии фолликулярного 
роста. Ооцит-кумулюсные комплексы аспирировали из 
антральных фолликулов диаметром от 3 до 8 мм с высо-
ким тургором, широко разветвленной сетью капилляров и 
прозрачной оболочкой. Только ооциты с гомогенной цито-
плазмой и не менее чем с 5–6 слоями кумулюсных клеток 
использовали для культивирования. Ооцит-кумулюсные 
комплексы культивировали в ТС-199, дополненной 10 % 
фетальной бычьей сыворотки (ФБС) и комплексом гормо-
нов: 50 мкг/мл эстрадиола, 10 мкг/мл лютеинизирующего 
гормона, 10  мкг/мл фолликулостимулирующего гормона 
(система  1). Во второй экспериментальной группе для 
созревания использовали ТС-199 с 10  % эстральной сы-
воротки коров (система 2). Третья система культивиро-
вания состояла из ТС-199 с 50  % жидкости фолликулов 
диаметром 3–8 мм. В состав 4 системы входили  ТС-199 
и 50  % белков фолликулярной жидкости молекулярной 
массой 65 кДа. Для культивирования ооцит-кумулюсных 
комплексов 5 экспериментальной группы использовали  
ТС-199 с 10 % ФБС совместно с 1×106 клеток гранулезы 
на 1 мл среды. Стенки фолликулов диаметром 6–8 мм, ТС-
199 с 10 % ФБС вошли в состав 6 системы культивирова-
ния. 7 система состояла из ТС-199 с 10 процентами ФБС, 
1×106 клеток гранулезы на 1 мл среды и стенками фолли-
кулов диаметром 6–8 мм. 

Ооцит-кумулюсные комплексы культивировали в ТС-
199 с 10  % фетальной бычьей сыворотки и гормонами: 
50 мкг/мл эстрадиола, 10 мкг/мл лютеинизирующего гор-

мона, 10 мкг/мл фолликулостимулирующего гормона (си-
стема культивирования – 1). При проведении исследова-
ний использовали следующие системы культивирования: 
1 – ТС-199 с добавлением 10 % фетальной бычьей сыво-
ротки (ФБС); 2 – ТС-199 с добавлением 10 % эстральной 
сыворотки коров (ЭСК); 3 – ТС-199 с добавлением 50 % 
фолликулярной жидкости (ФЖ), выделенной из фоллику-
лов диаметром 9 мм; 4 – cреда ТС-199 с добавлением 50 % 
белков фолликулярной жидкости (БФЖ) с молекулярной 
массой 65 кДа; 5 – ТС-199 с добавлением 10 % ФБС со-
вместно с 1×106 клеток гранулезы на 1 мл среды; 6 – ТС-
199 с добавлением 10 % ФБС и оболочек фолликула (диа-
метр 6–8 мм); 7 – ТС-199 с добавлением 10% ФБС, 1×106 
клеток гранулезы на мл среды и оболочки фолликула (диа-
метр 6–8 мм) [2, с.20]. Во все системы добавляли 50 мкг/
мл гентамицина. Грубую фракцию белков получали из 
жидкости фолликулов (ЖФ) диаметром 2–8 мм осаждени-
ем сернокислым аммонием. Для этого ЖФ центрифугиро-
вали при 4 °С 30 минут со скоростью 5000 об/мин., затем 
к супернатанту добавляли кристаллический сернокислый 
аммоний (NH4)2SO4 из расчета 320 г/л. Раствор перемеши-
вали в течение 2 часов и центрифугировали 30 минут при 
5000 об/мин. Осадок ресуспендировали в 33-процентном 
растворе (NH4)2SO4. Полученный осадок растворяли в 
трис-гидрохлоридном буфере 0,05 М рН 7,5 с 0,1 МHCL и 
диализировали против трех смен деионизированной воды, 
центрифугировали 30 минут при 5000 об/мин. Суперна-
тант хранят при температуре – 30  °С. Хроматографиче-
ское разделение белков проводили гельфильтрацией в сле-
дующей последовательности. Полученный супернатант 
фолликулярной жидкости наносили на колонку размером 
40×2 см с сефадексом g-100, уравновешенную 0,05 М 
трис-HCL буфером, рН с 0,1 М HCL 5,5 мг белка. Элюцию 
белков производили тем же буфером со скоростью 5 мл за 
50 минут. Оптическую плотность элюируемых проб изме-
ряли при 280 нм. Сравнительный анализ калиброванной 
колонки по стандартным белкам с известной молекуляр-
ной массой (бычий сывороточный альбумин – 65 000 Да, 
овальбумин – 40 000 Да, цитохром С – 12 000 Да) позволил 
заключить, что группа I типа представляет собой белки с 
молекулярной массой в пределах от 65  000 Да и более, 
II – от 35 000 до 65 000 Да, III – от 10 000 до 35 000 Да. 
Электрофорез белков проводили в полиакриламидном 
геле в присутствии додецилсульфата натрия (ДС-Na) по 
методу Корнберга. Разделение белков производили в си-
стеме 18-процентного разделяющего и 4-процентного кон-
центрирующего гелей в блоках размером 110×110×1  мм 
при силе тока 60–80 А и напряжении 80 В в течение 18–20 
часов. Гомологичную фолликулярную жидкость предва-
рительно инактивировали 5 минут при 100 °С. Для полу-
чения тканевой культуры фолликул разрывали пинцетами. 
Трехкратным промыванием ткань освобождали от фол-
ликулярной жидкости, рассекали на фрагменты размером 
600–900 мкм и размещали в чашке Петри в капли среды 
совместно с ооцит-кумулюсными комплексами. Гранулез-
ные клетки получали путем аспирации жидкости из фол-
ликулов диаметром 3–6 мм с обширной васкуляризацией 
и высоким тургором и последующим центрифугировани-
ем при 250 g 10 мин. После удаления супернатанта клет-
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ки дважды отмывали путем ресуспендирования в среде 
ТС-199, содержащей 3 % ФБС (Sigma). Конечную кон-
центрацию клеток подсчитывали в камере Горяева, долю 
живых клеток определяли с помощью трипанового синего 
(0,1-процентный раствор). Для культивирования исполь-
зовали суспензию КГ в концентрации (1,1–1,6)•106 клеток 
в 1 мл среды, ·при этом доля живых клеток составляла 
не менее 60–80 %. Наличие деструктивных изменений в 
ядрах соматических клеток оценивали цитологическим 
анализом (окраска по Романовскому – Гимзе). Неперспек-
тивной для кокультивирования с ооцитами является попу-
ляция клеток гранулезы с более чем 20 % пикнотических 
клеток. Режимы культивирования ооцитов и доимпланта-
ционных эмбрионов in vitro представлены в наших публи-
кациях ранее [1, с.10-11].

Индукцию ооцитов к партеногенетическому разви-
тию проводили холодовым шоком (через 24 часа после 
начала культивирования. Ооциты помещали в капли сре-
ды (5 штук в капле 500 мкл) под маслом и активировали 
20-минутной экспозицией при температуре 0–4 °С в кри-
окамере. После холодового шока ооциты помещали в син-
тетическую среду яйцевода (SOF) с 5-процентной феталь-
ной бычьей сывороткой. Отбор дробящихся зародышей 
проводили через 48 часов после активации, 

Все использованные реагенты, за исключением обо-
значенных в тексте, производства компании Sigma-
Aldrich, США. Пластиковая лабораторная посуда фирмы 
BD Falcon™.

Для сравнения результатов контрольных и опытных 
групп использовали критерии χ2 (пакет статистической 
программы SigmaStat). Достоверность различия сравни-
ваемых средних значений оценивали при трех уровнях 
значимости: P < 0,05; P < 0,01; P < 0,001. Эксперименты 
проводили в 4–5 повторностях.

Результаты (Results)
Проведенный нами ранее анализ показателей мейо-

тического созревания ооцитов коров (достижение стадии 
метафазы-II), созревших в различных системах, допол-
ненных в т. ч. и структурными компонентами фолликулов, 
а также потенций к развитию из них доимплантационных 
эмбрионов, выявил значительные различия по вышеука-
занным параметрам [2, с.21]. Введение в среду дозревания 
стенок фолликула позволило получить оптимальный в се-
рии экспериментов результат по доле эмбрионов на стадии 
бластоцисты. В целом дополнение систем культивирова-
ния структурными компонентами фолликула и его жидко-
сти положительно сказывалось на развитии интактных эм-
брионов. В связи с вышеизложенным оценка потенций к 
партеногенезу ооцитов коров, созревших в различных си-
стемах, позволит охарактеризовать роль структурных ком-
понентов фолликула в возможности партеногенетическо-
го развития ооцитов при индуцированном партеногенезе. 
На рис. 1, 2 представлены данные, отражающие долю коров 
эмбрионов на различных стадиях доимплантационного 
развития, полученных из активированных к партеногенезу 
ооцитов, созревших в разных системах культивирования. 

Рис. 1. Доля (%) партеногенетических зародышей Bos taurus, развившихся из ооцитов, созревших в различных системах 
культивирования (количество ооцитов – 940; количество зародышей – 554). 

Достоверность сравниваемых значений (χ2-test): a:d; a:i; a:k; b:i P < 0,05; c:d; c:l P < 0,01; a:l; b:k;b:l;d:i; d:k; d:l P < 0,001

Fig. 1. The proportion (%) of parthenogenetic Bos taurus embryos developed from oocytes matured in various culture systems (number of 
oocytes – 940; number of embryos – 554). Reliability of the compared values (χ2-test): a:d; a:i; a:k; b:I P < 0.05; c:d; c:l P < 0.01;a:l; b:k; b:l; d:i; d:k; d:l P < 0.001
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Максимальный уровень раздробившихся зигот (89 %) 
был получен в группе ооцитов, прокультивированных со 
стенками фолликулов, включающих клетки гранулезы, 
основной функцией которых является продукция эстради-
ола, стероидного гормона, роль которого в приобретении 
ооцитами компетентности к созреванию постулирована. 
И, напротив, среда, лишенная как стероидов, так и струк-
турных элементов фолликула, продуцирующих эстради-
ол, детерминировала низкий выход дробящихся клеток 
(42 %). Наличие эстрадиола (как добавленного в виде ре-
агента, так и продуцируемого введенными в состав систе-
мы созревания структурными компонентами фолликулов) 
способствовало росту доли полученных партеногенов 
(рис. 1). 

При оценке проспективных потенций к развитию пар-
теногенетических зародышей до завершающих стадий 
доимплантационного развития (поздняя морула, бласто-
циста) вышеуказанная тенденция не изменилась. Высокий 
уровень партеногенов на стадии бластоцисты был получен 
из ооцитов, созревших в системах с эстрадиолом или со 
структурными элементами фолликулов, продуцирующих 
эстрадиол (рис. 2). Оптимальные показатели по развитию 
доимплантационных эмбрионов коров были получены в 
группе, где ооциты культивировали в базовой среде ТС-
199, дополненной стенками фолликулов и клетками гра-
нулезы. В этой системе 45% зародышей достигли стадий 
поздней морулы и бластоцисты. Ооциты, созревшие в сре-
де, лишенной эстрадиола или структурных компонентов 
фолликула, продуцирующих эстрадиол (система 4), имели 
низкие компетенции к индуцированному партеногенезу и 
отличались высокими показателями деструктивных изме-
нений в полученных эмбрионах (рис. 3).

Результаты морфологической оценки партеногене-
тических эмбрионов выявили достоверные различия в 
доле дегенерированных эмбрионов (неравномерное дро-
бление, наличие фрагментов цитоплазмы, вакуолизация, 
мультинуклеация, отсутствие ядер в отдельных бласто-
мерах, нарушение плоидности и др.), полученных из оо-
цитов, созревших в системах созревания с эстрадиолом и 
со структурными элементами фолликулов по сравнению 
с системами созревания, лишенными этих компонентов. 
Выход партеногенетических эмбрионов с признаками де-
генерации из ооцитов, созревших в различных системах, 
составил 1 – 21 %; 2 – 28 %; 3 – 30 %; 4 – 52 %; 5 – 36 %; 
6 – 35 %; 7 – 25 % (рис. 3) соответственно, что подтверж-
дает позитивный эффект эстрадиола и продуцирующих 
его структурных компонентов фолликулов на развитие до-
имплантационных партеногенов Bos taurus.

Обсуждение и выводы (Discussion and Conclusion)
Проведенная работа направлена на модернизацию ме-

тодов получения партеногенетических зародышей сель-
скохозяйственных животных (в частности коров).

В представленных материалах показана высокая эф-
фективность использования холодового шока в качестве 
активатора партеногенетического развития доимпланта-
ционных эмбрионов Bos taurus. Введение в среду созре-
вания ооцитов Bos taurus эстрадиола или структурных 
компонентов антральных фолликулов (оболочки фолли-
кула, клетки гранулезы) способствовало увеличению доли 
партеногенов на доимплантационных стадиях развития (в 
том числе и бластоцисты) и снижению уровня дегенериро-
ванных партеногенетических эмбрионов. 

Рис. 2. Доля партеногенов (%) Bos taurus на завершающих стадиях доимплантационного развития
 (поздняя морула, бластоциста) (количество эмбрионов – 281). 

Достоверность сравниваемых значений (χ2-test): m:t; m:s; m:o; o:t P < 0,05; m:r P < 0,01; m:p; p:t P < 0,001

Fig. 2. The proportion (%) of Bos taurus parthenotes at the final stages of pre-implantation development (late morula, blastocyst) (number of 
embryos – 281). Reliability of the compared values (χ2-test): m:t; m:s; m:o; o:t P < 0.05; m:r P < 0.01; m:p; p:t P < 0.001
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Рис. 3. Уровень (%) дегенерированных партеногенетических зародышей, полученных из ооцитов, созревших в различных 
системах культивирования (количество эмбрионов – 201). 

Достоверность сравниваемых значений (χ2-test): b:e; b:f:с:d P < 0,05; b:g; d:e; d:f; d:g P < 0,001;c:e; c:f P < 0,05

Fig. 3. The proportion (%) of degenerated parthenogenetic embryos obtained from oocytes matured in various culture systems (number of 
embryos – 201). Reliability of the compared values (χ2-test): b:e; b:f; c:d P < 0.05; b:g; d:e; d:f; d:g P < 0.001; c:e; c:f P < 0.05

Помимо идентификации эффектов структурных ком-
понентов овариальных фолликулов и эстрадиола на по-
тенции к развитию партеногенов, полученные данные 
способствуют лучшему пониманию механизмов функци-
онирования ооцитов в условиях гипотермии для интенси-
фикации исследований в области витрификации женских 
гамет. 

В результате анализа полученных данных предложе-
ны нижеследующие рекомендации модернизации прото-
кола экспериментов по получению партеногенетических 
эмбрионов коров: индукцию к партеногенезу проводить 

холодовым шоком через 24 часа после начала культиви-
рования ооцитов при экспозиция 20 минут, температуре 
0…–4 °С, до момента активации к партеногенезу ооциты 
коров культивировать в средах, дополненных 50 нг/мл 
эстрадиола или структурными элементами антральных 
фолликулов, продуцирующими эстрадиол. 
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Abstract. Identification of the factors determining of donor’s oocyte competence to parthenogenetic development will allow 
developing an effective method for obtaining parthenotes to solve fundamental problems of regulating gene activity in onto-
genesis, creating homozygous embryonic stem cell lines, improving the stages of cloning technology, and modeling of in vitro 
oocyte maturation media. The purpose of study is to evaluate the potencies of Bos taurus oocytes matured in different culture 
systems to cold shock-induced parthenogenesis. Methods. For oocyte maturation, culture systems of the following composition 
were used: 1 – TC-199 with 10 % fetal bovine serum (FBS), 50 μg/ml estradiol, 10 μg/ml luteinizing hormone, 10 μg/ml folli-
cle-stimulating hormone; 2 – TC-199 with 10 % estrous serum of cows; 3 – TC-199 with 50 % fluid from follicles (Ø 3–8 mm); 
4 – TC-199 with 50 % protein of follicular fluid (molecular weight of 65 kDa); 5 – TC-199 with 10 % FBS, 1×106 granulosa 
cells/ml medium; 6 – TC-199 with 10 % FBS and walls of follicles (Ø 6–8 mm); 7 – TC-199 with 10 % FBS, 1×106 granulosa 
cells/ml medium and walls of follicles (Ø 6–8 mm). After 24 hours of cultivation, the oocytes were activated by cold shock (ex-
posure time 20 minutes, temperature 0…–4 °C. Results. The proportion of embryos at the stages of late morula and blastocysts 
from oocytes matured in system 7 was 45 % (58/129), which was significantly higher than in other systems: 1 – 28 % (39/141), 
P < 0.05; 2 – 31 % (42/137), P < 0.05; 3 – 25 % (33/133), P < 0.01; 4 – 18 % (25/139), P < 0.001; 5 – 31 % (41/132), P < 0.05; 
6 – 33 % (43/129). The introduction of estradiol or structural components of antral follicles into the oocytes maturation medium 
contributed to an increase in the proportion of parthenotes at the preimplantation stages of development, including blastocysts, 
and a decrease in the level of degenerated embryos. Scientific novelty. A comparative morphological analysis of the potentials 
for parthenogenesis of bovine oocytes matured in various culture systems and activated by cold shock was carried out for the 
first time. Optimal systems for in vitro maturation of female gametes were proposed. Based on the analysis of the results, we 
recommend before induction to parthenogenesis bovine oocytes culture in media supplemented with 50 ng/ml estradiol or 
structural components of antral follicles producing estradiol.  
Keywords: oocytes, in vitro maturation, estradiol, parthenotes, culture systems, Bos taurus.
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