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Как в молочном, так и в мясном скотоводстве актуально получение как можно большего 
числа потомков от лучших матерей с целью повышения степени реализации их генетического по-
тенциала в последующих поколениях. Решить эту задачу позволяет разработка и внедрение в прак-
тику технологии получения эмбрионов in vitro (in vitro embryo production, IVP) с использованием 
яйцеклеток от живых животных посредством трансвагинальной пункции фолликулов (ovum-pick-
up, OPU). Важный этап технологии IVP — экстракорпоральное созревание ооцитов, моделирова-
нием которого можно существенно повысить ее эффективность. В настоящей работе мы впервые 
выявили положительное действие гипофизарного гормона пролактина на качество донорских OPU-
ооцитов коров в процессе их созревания in vitro. Цель работы заключалась в оценке влияния про-
лактина на завершение ядерного созревания ооцитами, полученными методом трасвагинальной ас-
пирации фолликулов, а также на развитие и качество эмбрионов, полученных после in vitro опло-
дотворения донорских ооцитов. Донорами ооцитов были половозрелые телки симментальской по-
роды в возрасте от 19 до 25 мес (n = 4) с естественным половым циклом. Трансвагинальную 
аспирацию фолликулов проводили каждые 4 сут с использованием системы OPU для крупного 
рогатого скота («Minitube», Германия). Всего было проведено 28 сессий OPU. Выделенные ооцит-
кумулюсные комплексы (ОКК) культивировали в среде ТС-199, дополненной 10 % фетальной бы-
чьей сыворотки, 10 мкг/мл фолликулостимулирующего (ФСГ) и 10 мкг/мл лютеинизирующего 
(ЛГ) гормонов в отсутствие (контроль) или присутствии пролактина (ПРЛ) (опыт). Через 24 ч со-
зревшие ооциты оплодотворяли для оценки компетенции к эмбриональному развитию. На 2-е сут 
после оплодотворения оценивали раздробившиеся зиготы, на 7-е сут определяли число эмбрионов, 
развившихся до стадии бластоцисты. Полученные на 7-е сут эмбрионы также фиксировали и окра-
шивали DAPI для оценки локализации ядер. Морфологический анализ не выявил влияния условий 
культивирования на завершение ядерного созревания. Доля созревших ооцитов была сходной в 
обеих группах и составляла в контроле и опытной группе соответственно 82,8 и 88,9 %. В то же 
время доля раздробившихся ооцитов после оплодотворения in vitro при их созревании в контроле 
была ниже (69,7±2,4 %), чем в присутствии ПРЛ (81,7±4,9 %) (p < 0,05). Также обнаружено 
положительное влияние гормона на развитие созревших ооцитов до стадии бластоцисты. При куль-
тивировании ОКК в контрольной среде выход бластоцист составлял 11,0±1,8 %. Введение ПРЛ в 
среду IVM повышало этот показатель до 17,2±2,0 % (p < 0,05). При этом не было обнаружено 
значимых различий между сравниваемыми вариантами по общему числу ядер в бластоцистах. Та-
ким образом, пролактин в среде созревания оказывает стимулирующее действие на компетентность 
донорских ооцитов к последующему эмбриональному развитию. Позитивное влияние отмечается 
на стадии первого деления дробления и сохраняется до стадии бластоцисты, что свидетельствует 
о положительном действии гормона на качество ооцитов, а также о возможности его использования 
на этапе экстракорпорального созревания для повышения эффективности технологии IVP.  

 

Ключевые слова: крупный рогатый скот, трансвагинальная пункция фолликулов, созре-
вание ооцитов in vitro, пролактин, эмбриональное развитие. 

 

Как в молочном, так и в мясном скотоводстве актуальной остается 
задача получения как можно большего количества потомков от лучших ма-
терей с целью повышения степени реализации их генетического потенциала 
в последующих поколениях. Решить эту задачу позволяет разработка и 
внедрение в практику технологии получения эмбрионов in vitro (in vitro 
embryo production, IVP) с использованием яйцеклеток от живых животных 
посредством трансвагинальной пункции фолликулов (ovum-pick-up, OPU) 
(1, 2). Показано, что OPU — наиболее гибкий и воспроизводимый метод 
получения эмбрионов от живых доноров. В отличие от множественной ову-
ляции и трансплантации эмбрионов, OPU не препятствует нормальному 
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воспроизводству и производственному циклу донора. Подходящим донором 
может стать любая самка в возрасте от 6 мес до 3-го мес стельности и вскоре 
после отела (через 2-3 нед) (2). В настоящее время OPU стала реализован-
ной на практике альтернативой традиционной программе получения эм-
брионов in vivo (3, 4) и все чаще используется в коммерческих целях во 
всем мире (5-7). 

Как известно, эффективность IVP технологии определяется не только 
качеством исходной популяции гамет, выделенных из яичников животных 
(8, 9), но и условиями среды, окружающей ооциты in vitro (10, 11). Наиболее 
важный этап культивирования — это созревание ооцитов. Посредством его 
моделирования можно существенно повысить как количественные (доля эм-
брионов на стадии бластоцисты), так и качественные (полноценность бла-
стоцист) показатели эффективности IVP метода (12). Подавляющее боль-
шинство современных исследований ориентировано в первую очередь на 
поиск физиологически уместных веществ (факторов роста, гормонов, сте-
роидов, жирных кислот, аминокислот, метаболитов), способных специфи-
чески воздействовать на ооциты, повышая или поддерживая их жизнеспо-
собность и компетенцию к развитию, а также на идентификацию механиз-
мов такого влияния (13-16).  

К настоящему времени установлено, что гормон гипофиза пролак-
тин (ПРЛ) влияет на овариальную функцию самок и может позитивно мо-
дулировать созревание ооцитов и их способность к эмбриональному разви-
тию (17-20). Рецепторы этого гормона или его мРНК выявлены в ооцитах 
и сопряженных с ними клетках кумулюса у различных видов млекопитаю-
щих, включая коров (20-23). В условиях in vitro добавление ПРЛ к среде 
созревания post mortem ооцитов коров положительно влияет на ядерное со-
зревание и качество яйцеклеток, а также повышает их компетенцию к даль-
нейшему эмбриональному развитию (20, 24, 25). На модели пролонгиро-
ванного культивирования ооцитов этого вида показано, что ПРЛ тормозит 
деструктивные изменения морфологии метафазных хромосом и снижает ча-
стоту апоптотической дегенерации стареющих ооцитов (26, 27). Кроме того, 
пролактин повышает компетенцию зрелых ооцитов к дальнейшему эмбри-
ональному развитию, снижающуюся в процессе старения (27). В целом про-
лактин можно рассматривать как потенциальный регулятор качества жен-
ских половых клеток и использовать для повышения их полноценности в 
условиях in vitro. 

В настоящей работе мы впервые выявили положительное действие 
гипофизарного гормона пролактина на качество донорских OPU-ооцитов 
коров в процессе их созревания in vitro.  

Цель работы заключалась в оценке влияния пролактина на заверше-
ние ядерного созревания ооцитами, полученными методом трасвагиналь-
ной пункции фолликулов, а также на развитие и качество эмбрионов после 
in vitro оплодотворения донорских ооцитов. 

Методика. Во всех экспериментах, кроме отдельно указанных слу-
чаев, были использованы реагенты фирмы «Sigma-Aldrich» (США).  

Ооциты получали от половозрелых телок (Bos taurus taurus) симмен-
тальской породы в возрасте от 19 до 25 мес (n = 4) с естественным половым 
циклом. Пункцию фолликулов выполняли каждые 4 сут с использованием 
OPU-системы для крупного рогатого скота («Minitube», Германия), вклю-
чающей ультразвуковой сканер SSD Pro Sound 2, конвекциональный сек-
торный зонд, вакуумный насос и держатель зонда. Аспирацию всех види-
мых фолликулов проводили иглой диаметром 1,2 мм и длиной 75 мм, со-
единенной силиконовым шлангом с флаконом объемом 50 мл. В качестве 
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аспирационной жидкости использовали фосфатно-солевой буфер (ФСБ) с 
добавлением 10 % фетальной бычьей сыворотки (ФБС), 18 МЕ/мл гепарина 
и 50 мг/мл гентамицина. Аспираты от каждого донора фильтровали инди-
видуально, промывали с использованием ФСБ, дополненного 1 % ФБС, 
после чего под стереомикроскопом («Nikon», Япония) искали и оценивали 
ооцит-кумулюсные комплексы (ОКК). Выделенные ОКК разделяли на при-
годные для культивирования in vitro (включая ооциты, лишенные клеток ку-
мулюса) и не пригодные для культивирования in vitro (с явными цитоплаз-
матическими аномалиями). Отобранные ОКК в течение 24 ч инкубировали с 
целью созревания в среде ТС-199, дополненной 10 % ФБС, 10 мкг/мл фол-
ликулостимулирующего (ФСГ) и 10 мкг/мл лютеинизирующего (ЛГ) гормо-
нов в отсутствие (контроль) или присутствии ПРЛ (50 нг/мл) (опыт).  

Созревшие ооциты подвергали оплодотворению для оценки компе-
тенции к эмбриональному развитию. ОКК однократно промывали в среде 
оплодотворения BO-IVF («IVF Bioscience», Великобритания) и помещали в 
капли той же среды за 30 мин до контакта со сперматозоидами.  

Ооциты оплодотворяли с использованием заморожено-оттаянной 
спермы одного быка симментальской породы. Для этого за 1,5 ч до опло-
дотворения соломинки с замороженной спермой размораживали, активные 
сперматозоиды получали методом swim-up (28) с использованием среды 
Sperm-TALP, содержащей 1 мМ пирувата натрия, 6 мг/мл БСА (27). 
Cодержимое соломинок подслаивали по 220 мкл в 1,8 мл пробирки («Nunc», 
Дания), содержащие 1 мл среды Sperm-TALP, и помещали в инкубатор 
(MCO-18AIC, «Sanyo», Япония) на 50 мин. В конце инкубации из пробирок 
отбирали 750 мкл верхнего слоя с его последующим разбавлением свежей 
средой и центрифугированием (центрифуга 3-30KS, «Sigma», Германия) при 
300 g в течение 7 мин. Полученный осадок, содержащий подвижные спер-
мии, вносили в среду оплодотворения (BO-IVF) с предварительно перенесен-
ными туда ОКК до конечной концентрации 1,5½106 сперматозоидов на 1 мл.  

Созревание и оплодотворение ОКК происходило в 4-луночных 
планшетах («Биомедикал», Россия) в каплях среды объемом 90 мкл, полно-
стью покрытой легким минеральным маслом. 

Через 16-18 ч совместной инкубации со спермой ооциты осторожно 
пипетировали и отмывали в среде CR1aa (29) для освобождения от клеток 
кумулюса и налипших сперматозоидов. Одновременно с промывом прово-
дили морфологическую оценку изолированных ооцитов, подсчитывая число 
яйцеклеток с направительными тельцами (первым или первым и вторым) и 
определяя процент созревания. Предполагаемые зиготы (вне зависимости 
от наличия или отсутствия полярных телец) переносили в среду CR1aa и 
культивировали в течение 4,5 сут, после чего развивающиеся эмбрионы по-
мещали в ту же среду, содержащую 5 % ФБС. 

Эмбрионы развивались в 4-луночных планшетах («Nunc», Дания) 
в 90 мкл среды, полностью покрытой легким минеральным маслом. На 
2-е сут после оплодотворения ооцитов проводили морфологическую оценку 
раздробившихся зигот, на 7-е сут определяли число эмбрионов, развив-
шихся до стадии бластоцисты. Оценку выполняли под стереомикроскопом 
SMZ («Nikon», Япония) при увеличении ½40-60.  

Созревание и оплодотворение ооцитов, а также культивирование 
эмбрионов происходило при температуре 38,5 °С в атмосфере с 5 % СО2 
при 90 % влажности. 

Полученные на 7-е сут эмбрионы фиксировали 4 % раствором пара-
формальдегида (60 мин), пермеабилизировали в 0,1 % растворе цитрата 
натрия, содержащем 0,5 % Тритона Х-100 (30 мин) и окрашивали DAPI с 
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целью локализации ядер (20 мин). Обработанные таким образом эмбрионы 
переносили на предметное стекло и заключали в среду Vectashield («Vector 
Laboratories», Великобритания). Микрофотографирование и оценку препа-
ратов выполняли под микроскопом Axio Imager.M2 («Carl Zeiss», Германия) 
с использованием программы ZEN 2 pro («Carl Zeiss», Германия).  

Статистическую обработку данных проводили методом однофактор-
ного дисперсионного анализа в программе SigmaStat («Systat Software, Inc.», 
США). Данные выражали как средние значения (M) и стандартные ошибки 
средних (±SEM). Достоверность различий сравниваемых средних значений 
оценивали с использованием критерия Тьюки. 

Результаты. К настоящему времени достигнут существенный про-
гресс в разработке IVP технологии у крупного рогатого скота с использова-
нием донорских ооцитов, однако полноценность эмбрионов, развившихся 
in vitro из OPU-ооцитов, по-прежнему остается значительно более низкой, 
чем развившихся in vivo (5-8). Идентификация биологически уместных фак-
торов, отвечающих за регуляцию качества ооцитов в период их созревания 
in vitro, будет способствовать решению этой проблемы (12-13, 16).  

Поскольку ПРЛ позитивно модулирует созревание post mortem оо-
цитов коров и их способность к эмбриональному развитию (20, 24, 25), есть 
вероятность, что аналогичным образом этот гормон может влиять и на до-
норские ооциты. В настоящей работе ооциты, полученные методом транс-
вагинальной аспирации фолликулов, культивировали в присутствии или от-
сутствие ПРЛ (50 нг/мл), после чего оплодотворяли in vitro и культивиро-
вали до стадии бластоцисты. Оценивали влияние ПРЛ на завершение ядер-
ного созревания OPU-ооцитами, а также на развитие и качество IVP эм-
брионов. 

Всего у четырех телок симментальской породы за 28 сессий OPU 
было аспирировано 360 фолликулов, из которых выделено 166 ОКК. Число 
ооцитов, выделенных от индивидуальных доноров (1 сессия OPU), соста-
вило в среднем 5,9 ооцита. ОКК (рис. 1, а) полученные в процессе OPU, за 
исключением ооцитов с явными аномалиями цитоплазмы (всего 140 ОКК, 
5,0 на 1 сессию OPU), культивировали в среде IVM до завершения созрева-
ния (см. рис. 1, б) в отсутствие (контроль) либо в присутствии ПРЛ. 

 

 
Рис. 1. Микрофотографии ооцитов телок симментальской породы, полученных методом трасва-
гинальной пункции фолликулов: а — незрелые ооцит-кумулюсные комплексы (увеличение 
½100), б — ооцит-кумулюсные комплексы после 24 ч созревания in vitro (увеличение ½100), 
в — созревшие ооциты после процедуры оплодотворения in vitro (белой стрелкой обозначены 
полярные тельца, увеличение ½400) (микроскоп Eclipse Ti-U, «Nikon», Япония). 

 

Морфологический анализ не обнаружил влияния пролактина на за-
вершение ядерного созревания. Доля созревших ооцитов как отношение 
числа ооцитов с полярными тельцами (см. рис. 1, в) к исходному числу, 
определяемое после процедуры IVF в процессе освобождения яйцеклеток 
от кумулюсных клеток и сперматозоидов, была высокой и существенно не 
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различалась между контрольной и опытной группами (табл. 1). 

1. Способность ооцитов, полученных методом трасвагинальной пункции фолли-
кулов телок симментальской породы и созревающих в присутствии пролак-
тина, к эмбриональному развитию после оплодотворения в условиях in vitro 
(M±SEM) 

Группа Число ооцитов, n 
Доля созревших 
ооцитов, n 

Доля раздробив-
шихся ооцитов, % 

Доля ооцитов, развившихся 
до стадии бластоцисты, % 

Контроль 80 82,8±3,8 69,7±2,4 11,0±1,8 
Опыт 60 88,9±3,9 81,7±4,9* 17,2±2,0* 
П р и м е ч а н и е. Описание групп см. в разделе «Методика». 
* Различия между сравниваемыми группами статистически значимы при p < 0,05. 

 

Компетенцию зрелых ооцитов к развитию после оплодотворения in 
vitro оценивали по их способности вступать в первое деление дробления 
(рис. 2, а) и достигать стадии бластоцисты (см. рис. 2, б, табл. 1). Доля 
раздробившихся ооцитов после оплодотворения in vitro на 2-е сут культи-
вирования в контроле была ниже, чем в опыте (p < 0,05). Также обнаружено 
положительное влияние гормона на развитие созревших ооцитов до стадии 
бластоцисты (см. табл. 1). В целом количество бластоцист на одну сессию 
OPU в опытной группе было выше, чем в контроле, в 1,5 раза (табл. 2). 

 

 
Рис. 2. Микрофотографии эмбрионов крупного рогатого скота симментальской породы, развив-
шихся после in vitro оплодотворения донорских ооцитов, полученных методом трасвагинальной 
аспиирации фолликулов: а — раздробившиеся ооциты (увеличение ½200), б — эмбрионы, раз-
вившиеся до стадии бластоцисты (увеличение ½100) (микроскоп Eclipse Ti-U, «Nikon», Япо-
ния); в — окраска ядер в бластоцисте с помощью DAPI (синий цвет), цитологический препа-
рат (увеличение ½400) (микроскоп Axio Imager.M2, «Carl Zeiss», Германия). 

 

Использование пролактина существенно не изменяло качество IVP 
эмбрионов, которое оценивали по числу ядер на 7-е сут после оплодотво-
рения (см. рис. 2, в), однако при созревании OPU-ооцитов в присутствии 
ПРЛ наблюдалась тенденция к увеличению этого показателя (табл. 2).  

2. Эффективность IVP (in vitro embryo production) технологии и качество IVP 
эмбрионов при выращивании ооцитов, полученных методом трасвагинальной 
аспирации фолликулов телок симментальской породы, в присутствии пролак-
тина (M±SEM) 

Группа 
Число сессий 
OPU, n 

Всего эмбрионов на стадии 
бластоцисты, n 

Число бластоцист на 
одну сессию OPU, n 

Число ядер в бла-
стоцисте, n 

Контроль 16 9 0,59±0,11 67,3±3,0 
Опыт 12 10 0,86±0,09 78,6±5,2 
П р и м е ч а н и е. OPU — ovum-pick-up. Описание групп см. в разделе «Методика». 

 

О стимулирующем действии ПРЛ в период IVM на дальнейшее раз-
витие оплодотворенных яйцеклеток до стадии бластоцисты сообщалось ра-
нее для ооцитов кроликов и мышей (30, 19). Также сходный эффект ПРЛ 
наблюдали при совместном культивировании post mortem ОКК коров с 
клетками гранулезы (25) и в присутствии гонадотропных гормонов (20). В 
последнем случае внесение пролактина в среду культивирования ОКК, со-



 

1153 

держащую ФСГ и ЛГ, приводило к повышению выхода эмбрионов от об-
щего числа оплодотворенных in vitro ооцитов, 2-кратному повышению вы-
хода бластоцист и увеличению среднего числа ядер на одну бластоцисту. В 
нашем исследовании внесение ПРЛ в среду IVM с ФСГ и ЛГ хоть и имело 
сходный эффект на их компетенцию к развитию in vitro, но не обеспечивало 
столь существенного выхода бластоцист и статистически значимого изме-
нения в количестве их ядерного материала.  

Как известно, клетки кумулюса участвуют в поддержании нормаль-
ных процессов созревания и оплодотворения ооцитов млекопитающих (31). 
Кроме того, их присутствие необходимо для реализации описанного выше 
положительного эффекта ПРЛ в отношении эмбрионального развития post 
mortem ооцитов (20). В отличии от донорских ооцитов, последние перед 
культивированием in vitro проходят тщательный отбор по морфологическим 
признакам, в частности по наличию компактного многослойного кумулюса. 
В нашей работе для культивирования были использованы не только мор-
фологически нормальные ОКК, но и ооциты, частично окруженные клет-
ками кумулюса, а также практически лишенные клеток кумулюса. Особен-
ности отбора, возможно, повлияли на характер выявленного позитивного 
эффекта исследуемого гормона. 

Таким образом, гормон гипофиза пролактин в среде созревания ока-
зывает стимулирующее влияние на компетентность донорских ооцитов круп-
ного рогатого скота, полученных методом трасвагинальной пункции фолли-
кулов, к последующему эмбриональному развитию. Позитивное влияние 
проявляется на стадии первого деления дробления и сохраняется в процессе 
развития эмбрионов до стадии бластоцисты, что свидетельствует о положи-
тельном действии гормона на качество ооцитов, а также о возможности его 
использования на этапе экстракорпорального созревания для повышения 
эффективности технологии IVP (in vitro embryo production).  
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A b s t r a c t  
 

In both dairy and beef cattle breeding, producing the larger number of the offspring from the 
best mothers to increase the degree of genetic progress through the generations is of particular interests. 
One of the attractive ways to resolve this problem is the development and implementation of the 
technology for obtaining embryos in vitro (in vitro embryo production, IVP) using oocytes derived 
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from live animals by transvaginal puncture of follicles — Ovum-Pick-Up (OPU). The extracorporeal 
maturation of oocytes is an important element of this technology that may significantly affect its 
efficiency. In this paper, for the first time, we evaluated the advantage of the pituitary hormone pro-
lactin (PRL) — a potential regulator of the quality of mammalian oocytes, during the maturation of 
OPU-oocytes. The effect of this hormone on the completion of nuclear maturation of the OPU-
oocytes, as well as on the development and quality of IVP embryos, was studied. The mature Simmental 
heifers at the age from 19 to 25 months (n = 4) with a natural sexual cycle were used as the oocyte 
donors. Transvaginal aspiration of the follicles was performed every 4 days using the OPU system for 
cattle (Minitube, Germany). A total of 28 OPU sessions were carried out. The derived cumulus-oocyte 
complexes (COCs) were cultured in TS-199 medium supplemented with 10 % bovine fetal serum, 
10 µg/ml of follicle-stimulating (FSH) and 10 µg/ml of luteinizing (LH) hormones in the absence 
(control) or presence of PRL. After 24 hours, the mature oocytes were subjected to fertilization to 
assess their developmental competence. Morphological analysis did not reveal the effect of culture 
conditions on the completion of nuclear maturation. The rate of mature oocytes was similar in both 
groups and was 82.8 and 88.9 %, respectively, in the control and the PRL groups. However, the oocyte 
cleavage rate after in vitro fertilization in the control group was lower comparing to the PRL group 
(69.7±2.4 % vs. 81.7±4.9 %, p < 0.05). A positive effect of the PRL on the development of mature 
oocytes to the blastocyst stage was observed. When COCs were cultured in the control medium, the 
yield of blastocysts was 11.0±1.8 %, while the adding of PRL into the IVM medium increased this 
indicator to 17.2±2.0 % (p < 0.05). However, we did not find significant differences among compared 
groups in the relation to the total number of nuclei in blastocysts. Thus, prolactin hormone in the 
maturation environment has a stimulating effect on the developmental competence of donor oocytes. 
The positive effect is observed at the stage of the first cleavage and maintained during the development 
of embryos to the blastocyst stage. Our data indicate the positive effect of prolactin on the quality of 
OPU-oocytes, that makes it reasonable the using this hormone at the maturation stage to increase the 
effectiveness of IVP technology. 

 

Keywords: cattle, transvaginal aspiration of follicles, in vitro oocyte maturation, prolactin, 
embryonic development. 
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