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Экстракорпоральное оплодотворение ооцитов крупного рогатого
скота in vitro является перспективным направлением получения высо-
копродуктивных коров после выбраковки племенных животных [1, 2,
3, 4]. Данная технология до сих пор малоэффективна, так как эмбрио-
нальное развитие является результатом тонкого взаимодействия между
генетической программой хромосом каждого зародыша и половыми
путями самки. Созревание ооцита до стадии метафаза II происходит в
фолликуле, где ооцит окружен клетками кумулюса и гранулезы, опло-
дотворение и развитие эмбриона до 8 бластомеров происходит в верх-
ней трети яйцевода, затем зародыш перемещается в матку. В связи с
этим целью наших исследований явилось определение оптимальных
режимов получения и использования монослойных культур клеток
репродуктивного тракта (кумулюса, гранулезы, эпителия яйцевода и
эндометрия матки), а также их влияние на выход преимплантационных
эмбрионов, полученных в культуре in vitro. Объектом исследований
явились яичники и репродуктивные органы убитых на мясокомбинате
коров, из которых в лабораторных условиях были получены ооциты и
соматические клетки для получения монослойных культур. При разра-
ботке режимов получения монослойных культур соматических клеток
установлено, что для получения монослоя клеток кумулюса оптималь-
ное количество последних составило 4,2×106 клеток на миллилитр
среды, 2,2×106 клеток гранулезы, 0,9×106 эпителиальных клеток яйце-
вода и 4,0×105 клеток эндометрия матки соответственно. При этом был
достигнут уровень дробления – 41,2; 55,0; 61,1 и 62,8% и выход пре-
имплантационных эмбрионов – 15,7; 25,0; 18,2 и 11,1% соответствен-
но. Изменение концентрации клеток приводило к снижению вышеука-
занных показателей. Были определены оптимальные способы получе-
ния соматических клеток. Установлено, что клетки кумулюса, грануле-
зы и эндометрия матки целесообразно получать механическим спосо-
бом, а эпителиальные клетки яйцевода – химическим, с помощью рас-
твора трипсина. В данных опытах уровень созревания ооцитов до ста-

РЕ
ПО
ЗИ
ТО
РИ
Й ГГ

АУ



210

дии оплодотворения достиг 80,8-81,3%, уровень дробления – 45,9-
64,2%, выход ранних эмбрионов – 11,1-18,9%. Продолжительность
формирования монослойных культур соматических клеток, в течение
которого происходит насыщение питательной среды биологически
активными веществами, необходимыми для созревания, как ядра, так и
цитоплазмы ооцита, успешного оплодотворения и преодоления блока
дробления на 8-16-клеточной стадии развития, а также при переходе
зародышей из стадии «морула» в стадию «бластоциста» является од-
ним из основных показателей пролиферативной, митотической и ло-
комоторной активности, что было установлено с помощью круглосу-
точной компьютерной видеозаписи. Монослой клеток кумулюса фор-
мируется в течение 24 ч, монослой клеток гранулезы – в течение 24-48
ч, монослой эпителиальных клеток яйцевода – в течение 6-7 сут и мо-
нослой клеток эндометрия матки в течение 24-30 сут, после чего начи-
нается апоптоз культуры. Оценка морфофункционального состояния
яичника, включающая длину, ширину яичника и количество антраль-
ных фолликулов диаметром 3-6 мм, позволила установить, что для
получения клеток гранулезы в технологии ЭКО коров целесообразно
использовать яичники длиной 25-35 мм, шириной 20-25 мм и имею-
щие не менее 20 антральных фолликулов. При этом уровень дробления
ооцитов составил 41,2-42,0% и выход ранних эмбрионов 15,8-25,0%.
Получение монослоя клеток гранулезы для продолжительного исполь-
зования в системе in vitro осуществляли из яичников длиной и шири-
ной 20 мм, имеющих не менее 12 фолликулов диаметром 3-6 милли-
метров. Уровень дробления в данной группе составил 88,5%, выход
ранних эмбрионов 44,5%.

Таким образом, установлены оптимальные режимы получения
монослойных культур соматических клеток репродуктивного тракта,
включающие определение морфофункционального состояния яични-
ков, способы выделения и концентрацию соматических клеток, а также
продолжительность формирования монослоя для использования в
процедуре ЭКО, способствующие повышению уровня созревания,
дробления и выхода полноценных эмбрионов.
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