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СМЕНА СРЕДЫ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ ПОЛОЖИТЕЛЬНО ВЛИЯЕТ 
НА РАЗВИТИЕ И КАЧЕСТВО ЭМБРИОНОВ КРУПНОГО РОГАТОГО 

СКОТА in vitro  
 

Г.Н. СИНГИНА  
 

Несмотря на то, что число эмбрионов крупного рогатого скота (КРС), получаемых in 
vitro (in vitro embryo production, IVP), в мире ежегодно возрастает, их качество все еще уступает 
качеству эмбрионов, получаемых in vivo, а условия, в которых происходит развитие IVP эмбрионов, 

до сих пор требуют детализации. В связи с этим в представленной работе была изучена зависимость 
развития IVP эмбрионов и их качества от условий обновления среды in vitro культивирования (in 

vitro culture, IVC) и ее объема. Post mortem ооциты коров культивировали в среде созревания, 
оплодотворяли in vitro заморожено-оттаянной спермой и переносили в среду BO-IVC («IVF 
Bioscience», Великобритания) объемом 500 или 100 мкл для эмбрионального развития. Сравнивали 

три варианта инкубации: без смены среды (БСС), с полной сменой среды (ПСС) и с частичной 
сменой среды (ЧСС). В первом случае эмбрионы развивались в течение всего периода (8 сут) без 

обновления среды культивирования, во втором — через 3 сут IVC эмбрионы были перенесены для 
дальнейшего развития в капли свежей среды, в варианте ЧСС через 3 сут инкубации половина 
изначального объема среды удалялась и заменялась эквивалентным объемом свежей среды. Во 

всех вариантах на 8-е сут культивирования оценивали число эмбрионов, развившихся до стадии 
бластоцисты (Бл), и их качество (на основе определения общего числа ядер и ядер с признаками 

апоптоза в Бл при цитологическом анализе). Также исследовали развитие 8-суточных бластоцист 
через 2 сут дополнительного культивирования до стадии вылупившейся Бл (ВБл). Результаты по-
казали, что по сравнению с непрерывным культивированием ПСС обеспечивала значительное повы-

шение частоты образования бластоцист (с 23,0±1,5 и 25,8±0,8 до 45,7±4,8 и 52,1±4,9 %, p < 0,01), 
снижение частоты апоптоза в эмбрионах (с 6,53±0,88 и 6,47±0,66 до 3,60±0,12 и 3,50±0,29 %, 

p < 0,05 и p < 0,01) и повышение выхода вылупившихся бластоцист от общего числа оплодотво-
ренных ооцитов (с 14,9±1,5 и 11,6±3,3 до 25,2±3,9 и 40,8 ±3,2 %, p < 0,05 и p < 0,001) незави-
симо от объема IVC среды, в котором происходило развитие эмбрионов (данные представлены для 

объема среды соответственно 500 и 100 мкл), а также увеличивало число ядер в Бл в случае 
культивирования эмбрионов в среде объемом 100 мкл (с 175,8±13,5 до 224,3±6,7, p < 0,05). Куль-

тивирование, предполагающее ЧСС, также было по основным показателям эффективнее, чем та-
ковое без смены среды. Частота образования бластоцист (до 44,9±0,7 и 44,1±5,0 %, p < 0,01 и 
p < 0,01) и развития до стадии ВБл (до 26,2±3,2 и 27,7±1,4 %, p < 0,05) повышалась аналогично 

тому, что наблюдалось при ПСС, а в случае культивирования в среде объемом 100 мкл отмечалось 
увеличение числа ядер в Бл (до 230,4±8,4, p < 0,05) и снижение доли апоптотических ядер (до 

3,10±0,17, p < 0,01). Значимых различий между вариантами ПСС и ЧСС по всему спектру иссле-
дуемых показателей обнаружено не было, тем не менее при ПСС и культивировании в среде объ-
емом 100 мкл показатели развития Бл и ВБл оказались самыми высокими. Таким образом, ПСС 

и ЧСС в сравнении с культивированием без смены среды положительно влияют на развитие и 
качество IVP эмбрионов КРС. Также отмеченный эффект, очевидно, зависит от объема среды 

IVC. При культивировании эмбрионов в среде BO-IVC объемом 500 мкл эффективны оба способа 
обновления среды, для объема 100 мкл лучшие показатели достигаются при ПСС.  

 

Ключевые слова: in vitro эмбриональное развитие, среда культивирования, IVP, IVС, 
крупный рогатый скот. 

 

Развитие и практическое применение вспомогательных репродук-

тивных технологий по получению эмбрионов in vitro (in vitro embryo 

production, IVP) и их трансплантации животным-реципиентам позволяет 

увеличить темпы генетического прогресса в селекции коммерческих пород 

и повысить эффективность программ сохранения малочисленных и гено-

фондных пород (1). In vitro эмбрионы, пригодные для трансплантации, раз-

виваются из ооцитов, созревших и оплодотворенных в искусственных усло-

виях. Получить ооциты можно как прижизненно (чаще всего методом 

трасвагинальной пункции фолликулов) (2), так и post mortem (3). В обоих 
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случаях целью является получение большего числа потомков от лучших и 

уникальных матерей.  

Использование эмбрионов in vitro с каждым годом становится все 

более распространенной мировой практикой, однако по качеству IVP эм-

брионы пока что уступают эмбрионам in vivo (1, 4). IVP эмбрионы менее 

устойчивы к замораживанию (4), и их жизнеспособность после трансплан-

тации реципиентам ниже, чем у полученных in vivo (3, 5).  

Важный этап IVP технологии, от которого зависит полноценность 

эмбрионов, — культивирование ооцитов после оплодотворения до доим-

плантационных стадий развития. У крупного рогатого скота (КРС) продол-

жительность культивирования оплодотворенных ооцитов составляет при-

мерно 7 сут, после чего те, которые достигли стадии бластоцисты (Бл), либо 

подвергают замораживанию, либо пересаживают животным-реципиентам. 

От условий, в которых происходит эмбриональное развитие, критически за-

висят как количественные (доля эмбрионов на стадии Бл), так и качествен-

ные (полноценность Бл) показатели эффективности IVP метода (3).  

Для развития эмбрионов in vitro у КРС чаше всего используются 

самостоятельно приготовленные в условиях лаборатории простые по со-

ставу питательные среды (6). К ним в первую очередь следует отнести среду 

SOF (7), которая представляет собой синтетический аналог жидкости яйце-

вода, а также среду CR1aa (8). При этом к обоим растворам с целью улуч-

шения эмбрионального развития, наряду с бычьим сывороточным альбуми-

ном (БСА), на завершающем этапе культивирования рекомендуется добав-

лять фетальную бычью сыворотку (ФБС), так как присутствие последней 

способствует преодолению эмбрионами блока на стадии морулы, а также 

увеличивает выход Бл и повышает их качество (9, 10). 

С ростом наблюдаемой в последнее десятилетие коммерциализации 
IVP технологии возникла необходимость в разработке готовых коммерче-
ских сред для культивирования эмбрионов in vitro (IVC среда, in vitro 
culture). Особенность этих сред заключается в том, что они обеспечивают 
высокий выход качественных эмбрионов доимплантационных стадий раз-
вития в отсутствие ФБС, которая может быть источником патогенов и 
осложнять возможность обмена эмбриональным материалом. Кроме того, 
применение таких сред упрощает процедуру получения эмбрионов и позво-
ляет стандартизировать условия их культивирования (1, 6).  

В литературе имеется множество свидетельств того, что среды, в ко-

торых культивируются эмбрионы, в конечном счете определяют их потен-

циал к развитию и качество (11-13). Однако режимы инкубации, при кото-

рых происходит культивирование, в частности условия обновления среды, 

могут корректировать этот эффект. Замена IVC среды считается обычной 

практикой во время процедуры IVC и положительно влияет на развитие 

эмбрионов, так как позволяет обеспечивать их необходимыми питатель-

ными веществами и удалять токсичные метаболиты, например, аммиак и 

свободные радикалы кислорода, накопленные в культуральной среде (14-

16). В то же время в период культивирования in vitro эмбрионы секретируют 

в среду паракринные факторы, такие как эпидермальный фактор роста, 

фактор активации тромбоцитов, инсулиноподобный фактор роста, а также 

матричные РНК и микроРНК, которые играют важную роль в регуляции 

эмбрионального развития (17-19). Эти молекулы, как показывают резуль-

таты последних исследований, упакованы во внеклеточные везикулы (ВВ), 

которые могут секретироваться или поглощаться эмбрионами (20, 21). За-

мена питательной среды во время процедуры IVC эмбрионов приводит к 

удалению этих важных панкриатических факторов, а также ВВ, что может 
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снизить потенциал эмбрионального развития in vitro.  

У КРС замену IVC среды обычно проводят каждые 2-3 сут культи-

вирования (3, 15, 22). Однако есть немало сообщений о сомнительной необ-

ходимости такой процедуры и возможности получения высоких показателей 

развития и качества IVP эмбрионов без смены или с частичной сменой 

среды (16, 23, 24). Два последних подхода стали особенно популярны в 

связи с переходом к культивированию в инкубаторах с атмосферой, содержа-

щей низкую концентрацию кислорода (25). То есть на этапе созревания и 

оплодотворения ооциты культивируются при естественном уровне О2 (20 %), 

а со стадии предполагаемой зиготы — при более низкой концентрации О2, 

в результате чего в клетках уменьшается образование активных форм кис-

лорода и окислительный стресс. Существует мнение, что, несмотря на мно-

голетний опыт и рутинность работ по получению IVP эмбрионов, опти-

мальный режим смены IVC среды при их культивировании как для КРС 

(16), так и для других животных (26) до сих пор не определен. Особенно 

это касается появившихся недавно новых коммерческих растворов, по ис-

пользованию которых информация либо лимитирована, либо отсутствует.  

В выполненной нами работе эмбриональное развитие созревших и 

оплодотворенных in vitro ооцитов происходило в коммерческой среде BO-

IVC («IVF Bioscience», Великобритания), выбор которой был основан на 

данных о ее высокой эффективности при получении IVP эмбрионов у КРС 

(27, 28). В настоящем сообщении в целом впервые охарактеризовано влия-

ние исследуемых условий на развитие оплодотворенных in vitro ооцитов 

КРС до стадии бластоцисты и оценено их качество с точки зрения числа 

ядер, частоты апоптоза и жизнеспособности. 

Цель исследования заключалась в изучении влияния условий смены 

BO-IVC на количественные и качественные характеристики эмбрионов при 

их развитии in vitro. Также оценивалась возможная зависимость такого вли-

яния от объема среды культивирования.  

Методика. Во всех экспериментах, кроме отдельно указанных слу-

чаев, использовались реагенты фирмы «Sigma-Aldrich» (США). 
Для получения эмбрионов выделенные post mortem яичники коров 

доставляли в лабораторию, освобождали от прилегающих тканей и много-
кратно отмывали в стерильном физиологическом растворе, содержащем пе-
нициллин (100 МЕ/мл) и стрептомицин (50 мкг/мл) («БиоФармГарант», 
Россия). Для извлечения ооцит-кумулюсных комплексов (ОКК) из яични-
ков лезвием рассекали стенки фолликулов и промывали 3 раза в среде ТС-
199, содержащей HEPES (25 мМ), Na-пируват (0,5 мМ), ФБС (5 %), гепа-
рин (10 мкг/мл) и гентамицин (50 мкг/мл). Одновременно с промывкой 
проводили морфологическую оценку извлеченных ОКК, отбирая для даль-
нейшего культивирования ооциты согласно общепринятым критериям (29). 

Для созревания отобранные ОКК инкубировали в течение 24 ч в среде 

ТС-199, содержащей HEPES (25 мМ), Na-пируват (0,5 мМ), фолликулости-

мулирующий и лютеоинизирующий гормоны (по 10 мкг/мл), эпидермаль-

ный фактор роста (10 нг/мл) («Thermo Fisher Scientific», США), а также 

ФБС (10 %) и гентамицин (50 мкг/мл).  

После созревания ОКК подвергали in vitro оплодотворению (in vitro 

fertilization, IVF). Для этого их однократно промывали в среде BO-IVF («IVF 

Bioscience», Великобритания) и помещали в капли той же среды за 30 мин 

до контакта со сперматозоидами. Ооциты оплодотворяли с использованием 

фракции активных сперматозоидов, полученных методом swim-up (30). Со-

ломинку с замороженной спермой размораживали, содержимое соломинки 

переносили на дно пробирок, содержащей 1 мл среды Sperm-TALP (31), и 
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помещали в инкубатор (MCO-18AIC, «Sanyo», Япония) на 50 мин. После 

инкубации из пробирки отбирали верхний слой объемом 750 мкл, перено-

сили его в другую пробирку содержащую среду Sperm-TALP и центрифуги-

ровали (центрифуга 3-30KS, «Sigma», Германия) при 300 g в течение 7 мин. 

Полученный осадок, содержащий подвижные спермии, вносили в среду 

BO-IVF («IVF Bioscience», Великобритания) с предварительно перенесен-

ными туда созревшими ОКК (конечная концентрация сперматозоидов в 

среде составляла 1,5½106/мл). Половые клетки совместно культивировали в 

течение 15-16 ч, после чего ооциты осторожно освобождали в среде Fert-

TALP от клеток кумулюса и налипших сперматозоидов и помещали в среду 

для эмбрионального развития.  

Эмбрионы культивировали в 4-луночных планшетах («Nunc», Да-

ния) в каплях среды BO-IVC («IVF Bioscience», Великобритания) объемом 

500 или 100 мкл под слоем минерального масла в инкубаторе (MCO-MCO-

50M-PE, «Sanyo», Япония) при температуре 38,5 С и газовой атмосфере, 

содержащей 6 % СО2, 5 % О2 и 89 % N2. Сравнивали три варианта инкуба-

ции: без смены среды (БСС), с полной сменой среды (ПСС) и с частичной 

сменой среды (ЧСС). В первом случае эмбрионы развивались в течение 

всего периода (8 сут) без обновления среды культивирования, во втором — 

через 3 сут IVC эмбрионы переносили для дальнейшего развития в капли 

свежей среды, в третьем — через 3 сут инкубации половину изначального 

объема (500 или 100 мкл) среды удаляли и заменяли эквивалентным объе-

мом свежей среды. Во всех вариантах через 3 сут IVC проводили морфоло-

гическую оценку доли раздробившихся зигот, на 8-е сут культивирования 

подсчитывали число эмбрионов, развившихся до стадии Бл, а также опре-

деляли их жизнеспособность и качество.  

Для анализа качества одну часть 8-суточных Бл фиксировали 60 мин 

4 % раствором параформальдегида. После фиксации эмбрионы пермеаби-

лизировали 30 мин в 0,1 % растворе цитрата натрия, содержащем 0,5 % 

Тритона Х-100, и использовали для детекции апоптотических ядер методом 

TUNEL с помощью набора In Situ Cell Death Detection Kit, fluorescein 

(«Roche Diagnostics», Швейцария). Затем ядерный материал эмбрионов 

окрашивали 20 мин в растворе DAPI (1 мкг/мл), переносили на предметное 

стекло с адгезивным покрытием Superfrost Plus («Thermo Fisher Scientific», 

США) и заключали в среду Vectashield («Vector Laboratories», Великобрита-

ния). Цитологические препараты просматривали и фотографировали под 

флуоресцентным микроскопом Axio Imager M2, оснащенным фильтром для 

TUNEL (возбуждение при 445-470 нм) и DAPI (возбуждение при 365 нм), с 

использованием цифровой камеры Axiocam 506 и программы ZEN 2 pro 

(«Carl Zeiss», Германия). Определяли общее число ядер в эмбрионах и 

число TUNEL-позитивных ядер. 
Для оценки жизнеспособности вторую часть полученных 8-суточ-

ных Бл культивировали 2 сут в среде BO-IVC, содержащей 5 % ФБС, до 
стадии вылупления. Учитывали число вылупившихся Бл (ВБл) на начало и 
в конце культивирования.  

Статистическую обработку данных проводили методом ANOVA с 
использованием программы SigmaStat («Systat Software, Inc.», США). Ре-
зультаты экспериментов представлены в виде средних значений (М) и их 
стандартных ошибок (±SEM). Для оценки достоверности различий между 
сравниваемыми средними значениями использовали критерий Тьюки. 

Результаты. Используемые для получения эмбрионов созревшие in 

vitro ооциты имели равноценную компетенцию для дальнейшего развития. 

При двух использованных вариантах культивирования результаты дробления 
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на 3-и сут после оплодотворения in vitro существенно не различались, и 

доля раздробившихся после оплодотворения ооцитов колебалась от 67,6 до 

74,0 % (табл. 1). 

1. Развитие оплодотворенных in vitro ооцитов коров до стадии бластоцисты в 
зависимости от режима смены IVC (in vitro culture) среды (n = 6, M±SEM, 

8-е сут культивирования) 

Вариант  

культивирования  

Число  

ооцитов  

Доля ооцитов, 

раздробившихся после 

оплодотворения, % 

Развитие до стадии бластоцисты, % 

от общего числа 

ооцитов 

от числа раздробив-

шихся ооцитов 
К а п л и  с р е д ы  о б ъ е м о м  500 мкл 

Без смены среды 148 67,6±1,9 23,0±1,5 34,1±2,4 

Полная смена среды 166 69,9±2,6 45,7±4,8** 65,1±4,8*** 

Частичная смена среды 138 74,0±2,9 44,9±0,7** 58,5±1,6** 

К а п л и  с р е д ы  о б ъ е м о м  100 мкл 

Без смены среды 68 68,4±3,4 25,8±0,8 37,9±2,8 

Полная смена среды 88 72,5±4,5 52,1±4,9** 71,5±2,3*** 

Частичная смена среды 94 72,2±2,3 44,1±5,0* 60,9±5,7** 

*, **, *** Различия по сравнению с культивированием без смены среды статистически значимы соответ-

ственно при p < 0,05; p < 0,01 и p < 0,001. 

 

Эксперимент выявил влияние условий смены IVC среды на развитие 

оплодотворенных in vitro ооцитов до стадии Бл (рис. 1, А-В, табл. 1). В 

случае культивирования эмбрионов в каплях BO-IVC объемом 500 мкл в 

течение 8 сут без смены среды выход Бл был наименьшим и составил 

23,0±1,5 %. Частичная или полная смена среды через 3 сут культивирования 

эмбрионов в равной степени повышала показатель в 1,9 (р < 0,01). С умень-

шением объема капли среды BO-IVC до 100 мкл характер влияния условий 

смены среды на развитие зигот до стадии Бл не изменялся. Описанные эф-

фекты сохранялись и в случае, когда процент развития до Бл рассчитывали 

от числа раздробившихся зигот, то есть от общего числа полученных после 

оплодотворения эмбрионов. 

2. Результаты цитологического анализа бластоцист, полученных в результате 
культивирования эмбрионов (8-е сут) при разных режимах смены IVC (in vitro 

culture) среды 

Вариант культи-

вирования 
Число экспериментов 

Общее число  

бластоцист 

Число ядер в бластоцисте, M±SEM 

всего с признаками апоптоза, % 
К а п л и  с р е д ы  о б ъ е м о м  500 мкл 

Без смены среды 3 17 216,9±9,8 6,53±0,88 

Полная смена среды 3 38 180,4±9,2a 3,60±0,12* 

Частичная смена 

среды 3 31 198,3±15,4 4,30±0,46 

К а п л и  с р е д ы  о б ъ е м о м  100 мкл 

Без смены среды 3 9 175,8±13,5 6,47±0,66 

Полная смена среды 3 23 224,3±6,7*b 3,50±0,29** 

Частичная смена 

среды 3 21 230,4±8,4* 3,10±0,17** 

*, ** Различия по сравнению с культивированием без смены среды статистически значимы соответственно 
при p < 0,05 и p < 0,01. 
ab Различия между средними значениями для одного варианта смены среды, помеченными разными бук-
вами, статистически значимы при p < 0,05. 

 

Данные цитологического анализа свидетельствовали о достаточно 

высоком качестве эмбрионов, развившихся in vitro при сравниваемых усло-

виях обновления IVC среды (табл. 2). При высоком среднем числе ядер в 

8-суточных Бл (см. рис. 1, Г-Е) между вариантами смены среды не было 

выявлено существенных различий, если эмбрионы развивались в каплях 

объемом 500 мкл. Напротив, с уменьшением объема среды до 100 мкл ПСС 

приводила к повышению анализируемого показателя по сравнению с куль-

тивированием в варианте БСС (р < 0,05), а также по сравнению с ПСС, 

когда объем капель составлял 500 мкл (р < 0,05).  
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Рис. 1. Микрофотографии эмбрионов крупного рогатого скота (Bos taurus) через 8 сут культиви-
рования in vitro при разных режимах смены IVC (in vitro culture) среды: а-в — эмбрионы, раз-

вившиеся до стадии бластоцисты (увеличение 100½, микроскоп Eclipse Ti-U, «Nikon», Япо-

ния); г-е — окрашивание ядер в бластоцисте с помощью DAPI (синий цвет; цитологический 

препарат), ж-и — окрашивание апоптотических ядер в бластоцисте методом TUNEL (зеленый 

цвет; цитологический препарат) (увеличение ½400, микроскоп Axio Imager M2, «Carl Zeiss», 

Германия). 
 

Также было обнаружено влияние тестируемых условий на частоту 

апоптитической дегенерации в Бл. Культивирование эмбрионов в вари-

анте БСС в среде объемом 100 мкл негативно влияло на долю апоптоти-

ческих ядер в Бл (см. рис. 1, Ж), существенно повышая этот показатель 

по сравнению как с вариантом ПСС (см. рис. 1, З), так и ЧСС (см. рис. 1, 

И) (p < 0,01). С увеличением объема IVC среды эффект становился менее 

выраженным. При ПСС анализируемый показатель уменьшался по срав-

нению с БСС (p < 0,05), но не ЧСС (при частичной смене среды достовер-

ных различий мы не обнаружили, хотя в эмбрионах отмечалась тенденция 

к снижению доли ядер с признаками апоптоза). 

Показано, что доля IVF ооцитов, достигших стадии ВБл на 10-е сут 

IVC, что служит критерием жизнеспособности IVP эмбрионов, была выше 

в группах ПСС и ЧСС, чем в группе БСС (рис. 2, А). В последнем случае 

этот показатель для объемов среды 500 и 100 мкл не различался и составил 

соответственно 14,9±1,5 и 11,6±3,3 %. Культивирование, предполагающее 

полную или частичную смену среды при объеме 500 мкл, повышало долю 

IVF ооцитов, достигших стадии ВБл, до 25,2±3,9 и 26,2±3,2 (p < 0,05), при 

объеме 100 мкл — соответственно до 40,8±3,2 (p < 0,001) и 27,7±1,4 (p < 0,05). 

То есть в условиях ПСС уменьшение объема IVC среды с 500 до 100 мкл 

повышало показатель жизнеспособности эмбрионов (p < 0,05), величина 

которого была при этом самой высокой среди тестируемых вариантов 
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культивирования. Следует отметить, что когда долю IVF ооцитов, достиг-

ших стадии ВБл, оценивали на 8-е сут IVC, положительное эффект при ПСС 

и ЧСС в сравнении с БСС проявлялся только в каплях объемом 100 мкл 

(p < 0,05), кроме того, в условиях ПСС показатель жизнеспособности, как 

и на 10-е сут, был выше по сравнению с таковым при 500 мкл (p < 0,05). 

Жизнеспособность эмбрионов дополнительно оценивали по доле 

ВБл к общему числу бластоцист (см. рис. 2, Б). В случае культивирования 

эмбрионов в течение 10 сут в среде объемом 500 мкл доля ВБл существенно 

не различалась между вариантами смены среды и составила для групп БСС, 

ПСС и ЧСС соответственно 65,6±8,7; 54,6±2,9 и 58,5±7,1 %. Напротив, с 

уменьшением объема среды этот показатель был больше в группе ПСС, чем 

БСС (78,7±2,4 против 44,4±11,1 %, p < 0,01), и существенно превышал зна-

чения в аналогичной группе при объеме 500 мкл (p < 0,05). Когда долю ВБл 

от общего числа бластоцист оценивали на 8-е сут культивирования эмбри-

онов, в каплях большего объема в группе БСС она была выше, чем при 

ПСС и ЧСС — соответственно 53,3±3,3 против 16,2±2,0 % (p < 0,01) и 

29,4±6,3 % (p < 0,05), в то время как в каплях меньшего объема ее значения 

были самыми низкими среди сравниваемых вариантов (22,2±11,1; 42,6±4,9 

и 35,0±5,0 % соответственно для БСС, ПСС и ЧСС). 
 

 

Рис. 2. Оценка жизнеспособности бластоцист, полученных в результате культивирования эмбрио-
нов (8-е и 10-е сут) при разных режимах смены IVC (in vitro culture) среды (n = 3, M±SEM).  

*, **, *** Различия по сравнению с культивированием без смены среды статистически значимы 
соответственно при p < 0,05; p < 0,01 и p < 0,001. 
ab, cd Различия между средними значениями для одного варианта смены среды на 8-е и 10-е сут 
культивирования, помеченными разными буквами, статистически значимы соответственно 
при p < 0,05 и p < 0,01. 

 

В настоящее время IVC среды, используемые в рамках IVP техноло-

гии, способны обеспечивать высокий выход эмбрионов, пригодных для за-

мораживания и трансплантации животным-реципиентам. Тем не менее 

условия in vitro, в которых происходит развитие эмбрионов, до сих пор тре-

буют детализации (3, 6). В частности, остается неясным, существует ли 

необходимость в процедуре обновления IVC среды, которую рекомендуется 

проводить каждые 48-72 ч в течение культивирования эмбрионов. С одной 

стороны, замена среды обеспечивает эмбрионы питательными веществами 

и удаляет вредные метаболиты (14-16), с другой данная — процедура при-

водит к стрессовому изменению микроокружения эмбрионов и удалению 

необходимых для их развития эмбриотропных факторов (15, 16).  

В представленной работе культивирование эмбрионов происходило 

в коммерческой среде BO-IVC в каплях объемом 500 и 100 мкл и предпо-

лагало их развитие до стадии бластоцисты либо без смены среды культиви-

рования, либо с полной или частичной (50 %) сменой среды. Результаты 
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показали, что по сравнению с непрерывным культивированием полная 

смена среды через 3 сут IVC обеспечивала значительное увеличение выхода 

Бл (см. табл. 1), снижение частоты апоптоза в эмбрионах (см. табл. 2), а 

также повышение их жизнеспособности, определяемой по доле ВБл от об-

щего числа оплодотворенных ооцитов (см. рис. 1, А), вне зависимости от 

объема IVC среды, в котором происходило развитие эмбрионов, и, кроме 

того, увеличивало число ядер в Бл (см. табл. 2) при объеме среды 100 мкл. 

Культивирование, предполагающее частичную смену среды, также было по 

ряду показателей эффективней, чем таковое без смены среды. Наблюдалось 

сходное с вариантом ПСС повышение частоты образования бластоцист (см. 

табл. 1) и их жизнеспособности (см. рис. 1, А), а в случае культивирования 

в среде объемом 100 мкл — увеличение числа ядер и снижение доли апопто-

тических ядер в Бл (см. табл. 2). Значимых различий между ПСС и ЧСС по 

всему спектру исследуемых показателей мы не обнаружили, тем не менее в 

случае ПСС и культивирования в среде объемом 100 мкл наблюдались са-

мые высокие показатели развития Бл и ВБл. В целом описанные выше ре-

зультаты свидетельствуют о негативном влиянии непрерывного культиви-

рования на развитие и качество IVP эмбрионов. 

Полученные нами данные частично согласуются с недавним иссле-

дованием на кроликах, в котором ЧСС была эффективнее с точки зрения 

развития Бл и их качества (числа ядер), чем культивирование без смены 

среды. Кроме того, ЧСС и ПСС сходным образом снижали частоту апоптоза 

в эмбрионах (26). В работе этих авторов, как и в нашем исследовании, смена 

среды проводилась однократно через 3 сут культивирования. Тем не менее 

в опытах на КРС, которых не так много, наоборот, показано, что ПСС в 

сравнении с культивированием БСС приводит к снижению образования Бл 

и ВБл (23), а также к ухудшению качества и жизнеспособности эмбрионов 

(16). Также есть сообщения об отсутствии различий между такими вариан-

тами культивирования (24). Учитывая тот факт, что в обсуждаемых выше 

работах культивирование эмбрионов КРС происходило в среде SOF со сме-

ной среды через каждые 48 ч IVC, и принимая во внимание результаты 

наших собственных исследований, можно предположить, что, во-первых, 

столь частая смена среды как раз и могла быть причиной стресса и нега-

тивного эффекта ПСС, оказываемого на развитие и качество эмбрионов 

(32), и, во-вторых, параметры обновления среды SOF, возможно, требуют 

детализации. 

Таким образом, по сравнению с культивированием без смены среды 

(БСС) полная (ПСС) и частичная (ЧСС) смена среды культивирования по-

ложительно влияют на развитие и качество эмбрионов крупного рогатого 

скота, получаемых in vitro (IVP). ПСС обеспечивала значительное увеличе-

ние частоты образования бластоцист (с 23,0±1,5 и 25,8±0,8 до 45,7±4,8 и 

52,1±4,9 %, p < 0,01), снижение частоты апоптоза в эмбрионах (с 6,53±0,88 

и 6,47±0,66 до 3,60±0,12 и 3,50±0,29 %, p < 0,05 и p < 0,01) и повышение 

выхода вылупившихся бластоцист от общего числа оплодотворенных ооци-

тов (с 14,9±1,5 и 11,6±3,3 до 25,2±3,9 и 40,8±3,2 %, p < 0,05 и p < 0,001) 

независимо от объема среды (данные представлены соответственно для 500 

и 100 мкл); при объеме среды 100 мкл также увеличивалось число ядер в 

бластоцисте (с 175,8±13,5 до 224,3±6,7, p < 0,05). При ЧСС частота образо-

вания бластоцист повышалась (до 44,9±0,7 и 44,1±5,0 %, p < 0,01 и p < 0,05) 

и доля бластоцист, развившихся до стадии вылупления, увеличивалась (до 

26,2±3,2  и 27,7±1,4 %, p < 0,05), а при объеме среды 100 мкл увеличивалось 

число ядер в бластоцисте (до 230,4±8,4, p < 0,05) и уменьшалась доля 
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апоптотических ядер (до 3,10±0,17, p < 0,01). Также очевидно, что наблю-

даемый эффект зависит от объема IVC (in vitro culture) среды: при культи-

вировании эмбрионов в среде BO-IVC («IVF Bioscience», Великобритания) 

объемом 500 мкл эффективны оба способа обновления среды, а при 100 мкл 

лучшие показатели достигаются при ПСС. При ПСС и культивировании в 

среде объемом 100 мкл показатели развития Бл и ВБл оказались самыми 

высокими. В целом коммерческая среда BO-IVC при условии обновления 

через 3 сут может быть рекомендована для получения IVP эмбрионов у 

крупного рогатого скота.  
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A b s t r a c t  
 

Although the practice of producing in vitro embryos (IVP) has become routine in the world, 

the quality of IVP embryos is still lower than that of in vivo embryos, and the conditions for obtaining 

in vitro embryos still need to be specified. This original research article presents data on the develop-

ment and quality parameters of IVP embryos in cattle (Bos taurus), depending on the volume of in 

vitro culture medium (IVC) and its refreshment protocols. Post mortem bovine oocytes were cultured 

in a maturation medium, fertilized in vitro with frozen-thawed sperm, and transferred to 500 or 100 µl 

of BO-IVC medium (IVF Bioscience, UK) for embryonic development. The effects of not refreshing 

the IVC medium during the 8-day embryonic development period (NMR), half-refreshed medium 

(HRM) and completely refreshed medium (CRM) were compared. For HRM or CRM, after 3 days 

of culture, half of the initial 500/100 µl volume was replaced with fresh medium or embryos were 

transferred to 500/100 µl fresh medium. On day 8 of NMR, HRM, and CRM culture, the number of 

embryos developed to the blastocyst stage (BL) was evaluated, and the BL quality was assessed as per 

the total number of nuclei and the apoptotic nuclei counted cytologically. The 8-day-old blastocysts 

were also cultured for 2 days to the stage of hatched BL (HBL). CRM has been shown to improve 

embryo production regardless of the volume of the IVC medium when compared to NMR culture. 

Blastocyst formation increased from 23.0±1.5 and 25.8±0.8 % for 500 µl and 100 µl, respectively, to 

45.7±4.8 and 52.1±4.9 % (p < 0.01), while apoptosis decreased from 6.53±0.88 and 6.47±0.66 to 

3.60±0.12 and 3.50±0.29 % (p < 0.05 and p < 0.01). The yield of hatched blastocysts increased from 

14.9±1.5 and 11.6±3.3 to 25.2±3.9 and 40.8±3.2 % (p < 0.05 and p < 0.001) from the total number 

of fertilized oocytes. In a 100-µl volume, the number of nuclei in BL also increased from 175.8±13.5 

to 224.3±6.7 (p < 0.05). Similarly, the HRM culture was more favorable for embryo development 

compared to the NMR culture. As in the CRM culture, the blastocyst formation increased up to 

44.9±0.7 and 44.1±5.0 % (p < 0.01 and p < 0.01 0.05), and the HBL yield increased up to 26.2±3.2 

and 27.7±1.4 % (p < 0.05). In a 100-µl volume, the number of nuclei in BL increased up to 230.4±8.4, 

(p < 0.05) while the proportion of apoptotic nuclei decreased to 3.10±0.17 (p < 0.01). No significant 

differences were found between CRM and HRM cultures for all parameters studied. However, with 

CRM and a 100-µl volume, the rates of BL and HBL were the highest. Thus, in cattle, CRM and 

HRM cultures, as compared to NRM without medium change, have a positive effect on the develop-

ment and quality of IVP embryos. The noted effect obviously depends on the volume of the IVC 

medium. For BO-IVC medium with a volume of 500 µl, both manipulations to refresh the medium 

are effective, for a volume of 100 µl, CRM is the best. 
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