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Аннотация. В технологии криоконсервирования эмбрионов крупного ро-

гатого скота использование липолитических агентов в составе защитных сред 

представляет собой новый подход к решению задачи повышения качества за-

мороженно-оттаянных зародышей коров-доноров. При изучении влияния раз-

личных концентраций делипидирующей добавки L-карнитина в составе некото-

рых криофилактиков на сохранность эмбрионов выявлена тенденция повыше-

ния их криовыживаемости, наиболее выразившейся в применении разработан-

ной среды на основе 1,5М этиленгликоля и вышеуказанного биологически актив-

ного вещества. 
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Summary. In the technology of cryopreservation of cattle embryos, the use of 

lipolytic agents as part of protective media represents a new approach to solving the 

problem of improving the quality of frozen-thawed embryos of donor cows. When stud-

ying the effect of various concentrations of the delipidating additive L-carnitine in 

some cryophylactics on the safety of embryos, a tendency to increase their cryo-

preservability was revealed, most pronounced in the use of the developed medium 

based on 1,5M ethylene glycol and the above biologically active substance. 

(Поступила в редакцию 17.06.2024 г.) 

Введение. Использование различных биологически активных соеди-

нений в составе сред для заморозки эмбрионов является одним из направ-

лений, преследующих решение важнейшей задачи в технологии криокон-

сервирования зародышей крупного рогатого скота, повышение качества 

биоматериала коров-доноров. При этом вводимые в криопротекторы ком-

поненты должны быть в первую очередь не токсичны для клеток, в т. ч. для 

их фосфолипидных оболочек, включая мембраны и внутриклеточных орга-

нелл, наиболее чувствительных к понижению температуры и особенно за-

мораживанию [1, 2], обладать определенной молекулярной массой и струк-

турой для возможности их проникновения через зону пеллюцида или, 

наоборот, сдерживания потоков растворенных веществ, способных нанести 

повреждения клетке, а при образовании комплексов с другими элементами 

не приводить к формированию соединений, нарушающих метаболизм эм-

брионов при их замораживании-оттаивании. 

В свою очередь, по данным некоторых авторов (Van Soom A., 

2010), наличие цитоплазматических липидных капель, повышающих 

чувствительность клеток к переохлаждению во время криоконсервации, 

является негативным фактором, снижающим жизнеспособность генети-

ческого материала. В практике для регулирования липидного обмена в 

организме применяются различные вещества, такие как форсколин [3], 

феназинэтосульфат (PES) [4], пирролин 5-карбоксилат [5], аскорбат [6], 

L-карнитин [7], комплексное использование последнего с конъюгиро-

ванными изомерами линолевой кислоты [8] и др. Вместе с тем 
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использование липолитических агентов в составе защитных сред пред-

ставляет собой новый подход к решению задачи повышения качества 

зародышей после оттаивания, т. к. предполагается, что применение био-

логически активных веществ, таких как L-карнитин, позволит снизить 

плотность липидных капель путем стимуляции гидролиза внутрикле-

точных жиров и тем самым повысить биодоступность последних, кроме 

того, улучшить их диффузию через мембраны, существенно уменьшив 

деструкцию оболочек, и перераспределить продукты липидного распада 

в направлении от периферии (от зоны пеллюцида) к внутренней цито-

плазме, что, вероятно, может привести к повышению устойчивости эм-

брионов к воздействию низких температур, создав условия к более 

успешному их развитию после оттаивания. 

Цель работы – изучить влияние различных концентраций делипи-

дирующего агента L-карнитина в составе проникающих криофилакти-

ков на качество замороженно-оттаянных эмбрионов коров. 

Материал и методика исследований. Исследования проводились 

в лаборатории воспроизводства, трансплантации эмбрионов и трансге-

неза животных РУП «Научно-практический центр Национальной акаде-

мии наук Беларуси по животноводству» и в племенных хозяйствах 

РДУП «ЖодиноАгроПлемЭлита» Смолевичского и СПК «Агрокомби-

нат Снов» Несвижского районов Минской области. 

Объектом исследования служили эмбрионы, полученные от высоко-

ценных племенных животных. В процессе замораживания зародыши насы-

щались следующими стандартными защитными средами, которые служили 

контролем: 1,4М раствор глицерина (ГЛ, GLY), 1,5М раствор этиленгли-

коля (ЭГ, EG) и 1,5М раствор диметилсульфоксида (ДМСО, DMSO), и мо-

дифицированными (опыт), в состав которых добавлялся липолитический 

агент L-карнитин (L-carnitine, LC; «Sigma-Aldrich», Germany) в количестве 

0,75; 1,518 и 3,03М. Качество эмбрионов до криоконсервирования и после 

культивирования оттаянных клеток в питательной среде в газовой атмо-

сфере, состоящей из 5 % СО2, 5 % О2 и 90 % N2, при температуре 38,5 оС в 

течение 1 часа, оценивалась по пятибалльной шкале. 

Результаты исследований и их обсуждение. Результаты исследо-

ваний по качеству оттаянных эмбрионов, замороженных с включением 

L-карнитина в криопротекторные среды на основе 1,4М глицерина, 

представлены в таблице 1. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что применение ком-

плексной среды для криоконсервации способствовало увеличению доли 

полноценных зародышей после их оттаивания. Так, в контрольной 

группе сохранили свое первоначально отличное качество 50,0 % эмбри-

онов (3 из 6), а в опыте при концентрации LC 0,75 мМ – 55,6 % (5 из 9), 
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1,518 мМ – 60,0 % (6 из 10), 3,03 мМ – 40,0 % (2 из 5) клеток соответ-

ственно. Из общего числа оттаянных отличными оказались 33,3 % эм-

брионов в контроле и 41,7; 40,0 и 25,0 % в опыте, хорошими – 44,4 % и 

33,3; 40,0 и 37,5 %, удовлетворительными –11,1 % и 16,7; 13,3 и 25,0 % 

и неудовлетворительными – 11,1 % и 8,3; 6,7 и 12,5 % соответственно, в 

зависимости от концентрации липолитического агента. Выход эмбрио-

нов отличного и хорошего качества в контрольной группе составил 

77,8 %, что было выше на 2,8 и 15,3 п. п. по сравнению с опытными с 

количеством LC в среде 0,75 мМ и 3,03 мМ и ниже на 2,2 п. п. в группе 

с его концентрацией 1,518 мМ соответственно. У эмбрионов, заморо-

женных с L-карнитином, снизились показатели сохранности по сравне-

нию с контролем на 0,21 балла при использовании криопротектора с 3,03 

мМ LC, при этом при включении в среду 0,75 мМ липолитического 

агента биоматериал не изменился, а при 1,518 мМ морфологический со-

став клеток улучшился на 0,13 балла. 

Таблица 1 – Результаты морфологической оценки заморожено-

оттаянных эмбрионов, криоконсервированных в 1,4М глицерине с 

L-карнитином 

Показатель 

Контрольная 

группа 

Опытные группы 

L-карнитин, мМ 

0,75 1,518 3,03 

до 

замо-

ражи-

вания 

после 

оттаи-

вания 

до 

замо-

ражи-

вания 

после 

оттаи-

вания 

до 

замо-

ражи-

вания 

после 

оттаи-

вания 

до 

замо-

ражи-

вания 

после 

оттаи-

вания 

Количество  

эмбрионов 

n 9 9 12 12 15 15 8 8 

% 100 100 100 100 100 100 100 100 

в т. ч. по ка-

честву:  

отличное 

n 6 3 9 5 10 6 5 2 

% 66,7 33,3 75,0 41,7 66,7 40,0 62,5 25,0 

хорошее  
n 3 4 3 4 5 6 3 3 

% 33,3 44,4 25,0 33,3 33,3 40,0 37,5 37,5 

удовлетво-

рительное 

n 
- 

1 
- 

2 
- 

2 
- 

2 

% 11,1 16,7 13,3 25,0 

неудовлетво-

рительное 

n 
- 

1 
- 

1 
- 

1 
- 

1 

% 11,1 8,3 6,7 12,5 

Пригодных 
к пересадке 

n 9 8 12 11 15 14 8 7 

% 100 88,9 100 91,7 100 93,3 100 87,5 

Средний балл 
4,67 

± 0,17 

4,00 

± 0,33 

4,75 

± 0,13 

4,08 

± 0,29 

4,67 

± 0,13 

4,13 

± 0,24 

4,63 

± 0,18 

3,75 

± 0,37 

Среднее сниже-
ние качества по-

сле оттаивания, 

балл 0,67 0,67 0,54 0,88 
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Таким образом, применение комплексной среды на основе глице-

рина с добавлением делипидирующего агента L-карнитина в концентра-

ции 1,518 мМ способствовало увеличению количества пригодных к пе-

ресадке зародышей на 4,4 п. п., доли отличных и хороших клеток на 

2,2 п. п., выходу биоматериала отличного качества, сохранившего свое 

первоначальное развитие, на 10,0 п. п. и среднему показателю снижения 

полноценности эмбрионов после оттаивания на 0,13 балла по сравнению 

с контролем. 

Сохранность оттаянных зародышей, замороженных в криофилак-

тике 1,5М этиленгликоле в комплексе с LC, представлена в таблице 2. 

Таблица 2 – Качество деконсервированных эмбрионов при 

комплексном использовании 1,5М этиленгликоля и L-карнитина 

Показатель 

Контрольная 

группа 

Опытные группы 

L-карнитин, мМ 

0,75 1,518 3,03 

до 

замо-
ражи-

вания 

после 

отта-
ива-

ния 

до 

замо-
ражи-

вания 

после 

оттаи-

вания 

до 

замо-
ражи-

вания 

после 

оттаи-

вания 

до 

замора-
жива-

ния 

после 

оттаи-

вания 

Количество 

эмбрионов 

n 11 11 16 16 14 14 12 12 

 % 100 100 100 100 100 100 100 100 

в т. ч. по ка-
честву:  

отличное 

n 5 3 11 7 11 8 7 4 

% 45,5 27,3 68,8 43,8 78,6 57,1 58,3 33,3 

хорошее  
n 6 6 5 6 3 5 5 5 

 % 54,5 54,5 31,3 37,5 21,4 35,7 41,7 41,7 

удовлетво-

рительное 

n 
- 

1 
- 

2 
- 

1 
- 

2 

 % 9,1 12,5 7,1 16,7 

неудовле-

творитель-

ное 

n 
- 

1 
- 

1 
- - - 

1 

 % 9,1 6,3 8,3 

Пригодных 
к пересадке 

n 11 10 16 15 14 14 12 11 

 % 100 90,9 100 93,8 100 100 100 91,7 

Средний балл 
4,45 

±0,16 
4,0 

±0,27 
4,69 

± 0,12 
4,19 

± 0,23 
4,79 

± 0,11 
4,5 

± 0,17 
4,58 

± 0,15 
4,0 

± 0,28 

Среднее сниже-

ние качества по-

сле оттаивания, 
балл 0,45 0,5 0,29 0,58 

 

Данные таблицы свидетельствуют о тенденции более высокой со-

хранности оттаиваемых зародышей, соответствующих отличному и хо-

рошему их качеству, для консервации которых был использован 1,5М 

этиленгликоль совместно с липолитическим веществом L-карнитином. 
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Так, в опытной группе эмбрионов с концентрацией LC 1,518 мМ значе-

ние указанного показателя составило 92,9 %, в то время как в контроле 

он был на 11,1 п. п. ниже (81,8 %). При других концентрациях БАВ жиз-

неспособность биоматериала находилось на уровне или была ниже по 

сравнению с контрольной группой зародышей. При содержании в крио-

филактике 0,75 мМ и 1,518 мМ LC свое первоначальное отличное каче-

ство сохранили 63,6 и 72,7 % клеток, что на 3,6 и 12,7 п. п. выше по срав-

нению с контролем (60,0 %) без использования добавок, стимулирую-

щих липолиз, соответственно. Включение в состав защитной среды L-

карнитина позволило увеличить выход зародышей отличного качества 

на 16,5 (43,8 % против 27,3 %), 29,3 (57,1 % против 27,3 %) и 6,0 п. п. 

(33,3 % против 27,3 %) при концентрации LC 0,75; 1,518 и 3,03 мМ со-

ответственно. У эмбрионов всех опытных групп, кроме 1,518 мМL-кар-

нитина в среде, значение показателей качества снизилось: применение 

добавки LC в концентрации 0,75 мМ и 3,03 мМ способствовало незна-

чительному ухудшению жизнеспособности биоматериала на 0,05 и 0,13 

балла, соответственно, вместе с тем, среднее значение сохранности за-

родышей после оттаивания в группе с содержанием 1,518 мМ LC в крио-

протекторе составило 0,29 балла, что было на 0,16 балла выше, чем в 

контроле. 

Таким образом, использование L-карнитина в концентрации 

1,518 мМ позволило получить 100,0 % зародышей, пригодных для эм-

бриотрансплантации, из которых доля отличного и хорошего качества 

составила 92,9 %, при этом из них свое первоначальное отличное каче-

ство после оттаивания сохранили 72,7 % клеток, тем самым сведя к 

нулю выход неудовлетворительных клеток, что в итоге поспособство-

вало увлечению на 9,1; 11,1 и 12,7 п. п. и снижению на 18,2 п. п. значе-

ний вышеизложенных показателей по сравнению с контролем соответ-

ственно. 

Данные результатов морфологической оценки, представленные в 

таблице 3, свидетельствуют о том, что замораживание зародышей в 

1,5М растворе диметилсульфоксида с добавлением L-карнитина оказало 

положительное влияние на показатели их качества после оттаивания. 

Введение дополнительного компонента в защитную среду привело 

к увеличению процента зародышей, сохранивших свое отличное каче-

ство после оттаивания, при использовании LС в концентрации 0,75 и 

1,518 мМ на 2,6 и 7,1 п. п., соответственно, по сравнению с контролем. 

По выходу жизнеспособных клеток отличного и хорошего качества до-

стоверных различий не выявлено (69,3-71,4 % против 70,0 % в кон-

трольной группе). Средний показатель снижения сохранности эмбрио-

нов после оттаивания во всех опытных группах был ниже, чем в 
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контроле (0,9 балла) и составил в группах LC в зависимости от концен-

траций липолитического агента: 0,75 мМ – 0,86 и 1,518 мМ – 0,72 балла. 

Максимальное снижение качества зародышей (на 1,0 балл) было выяв-

лено в опытной группе с содержанием в криофилактике3,03 мМL-кар-

нитина, что, тем не менее, было выше на 0,1 балл по сравнению с кон-

тролем. 

Таблица 3 – Влияние L-карнитина в составе 1,5М 

диметилсульфоксида на сохранность заморожено-оттаянных 

зародышей 

Показатель 

Контрольная 
группа 

Опытные группы 

L-карнитин, мМ 

0,75 1,518 3,03 

до 

заморажи-
вания 

после 
отта-

ива-

ния 

до 
замо-

ражи-

вания 

после 

оттаи-
вания 

до 
замора-

жива-

ния 

после 

оттаи-
вания 

до 
замо-

ражи-

вания 

после 

оттаи-
вания 

Количество 

эмбрионов 

n 10 10 14 14 10 10 13 13 

 % 100 100 100 100 100 100 100 100 

в том числе  

по качеству:  

отличное  

n 7 3 11 5 8 4 9 3 

 % 70,0 30,0 78,6 35,7 80,0 40,0 69,2 23,1 

хорошее  
n 3 4 3 5 2 3 4 6 

 % 30,0 40,0 21,4 35,7 20,0 30,0 30,8 46,2 

удовлетво-

рительное 

n 
- 

1 
- 

2 
- 

2 
- 

1 

 % 10,0 14,3 20,0 7,7 

неудовлетво-
рительное 

n 
- 

2 
- 

2 
- 

1 
- 

3 

 % 20,0 14,3 10,0 23,1 

Пригодных к 

пересадке 

n 10 8 14 12 10 9 13 10 

 % 100 80,0 100 85,7 100 90,0 100 76,9 

Средний балл 
4,7 

± 0,15 

3,8 

± 0,36 

4,79 

± 0,11 

3,93 

± 0,29 

4,8 

± 0,13 

4,08 

± 0,29 

4,69 

± 0,13 

3,69 

± 0,31 

Среднее сниже-

ние качества по-

сле оттаивания, 
балл 0,9 0,86 0,72 1,0 

 

Из данных таблицы видно, что применение липолитического ве-

щества L-карнитина в концентрации 1,518 мМ в составе диметилсуль-

фоксида способствовало получению 90,0 % зародышей, пригодных для 

трансплантации реципиентам, с долей эмбрионов отличного и хорошего 

качества 70,0 %, из которых свою пятибалльную оценку сохранили 

50,0 % клеток. 

Заключение. Таким образом, в результате изучения влияния раз-

личных концентраций липолитического агентаL-карнитина в составе 
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защитных растворов на сохранность замороженно-оттаянных зароды-

шей коров выявлена тенденция повышения их криовыживаемости, 

наиболее выразившейся в применении разработанного криофилактика 

на основе 1,5М этиленгликоля и выше указанного биологически актив-

ного вещества в концентрации 1,518 мМ, позволившего получить 

100,0 % зародышей, пригодных для эмбриотрансплантации с долей кле-

ток отличного и хорошего качества 92,9 %, из которых свою первона-

чальную высшую оценку после оттаивания сохранили 72,7 % эмбрио-

нов со средним показателем снижения биополноценности генетиче-

ского материала на 0,29 балла. 
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