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Введение 

Актуальность темы исследования 

Представители отряда хищных (Carnivora), в частности, некоторые 

кошачьи, находятся под угрозой исчезновения в их естественной среде 

обитания (Найденко, 2015; IUCN, 2022). Криоконсервация гамет и 

преимплантационных эмбрионов является перспективным подходом к 

сохранению генетического разнообразия исчезающих видов млекопитающих 

– в том числе, представителей отряда хищных (Pope, 2000; Amstislavsky et al., 

2012; Jewgenow et al., 2017; Comizzoli, Holt, 2019; Амстиславский и др., 2021). 

Для разработки эффективных протоколов криоконсервации используют 

биологический материал домашней кошки (Felis silvestris catus), которую 

рассматривают в качестве модельного объекта для изучения 

криотолерантности эмбрионов и гамет диких представителей семейства 

кошачьих (Mokrousova et al., 2020b; Sowinska et al., 2020; Kochan et al., 2021a,b; 

Амстиславский и др., 2021). Однако нет универсального, а главное 

эффективного протокола криоконсервации кошачьих гамет и эмбрионов. 

Существует предположение, что липиды, которые в большом количестве 

присутствуют в цитоплазме ооцитов и преимплантационных эмбрионов 

представителей отряда Carnivora, и в частности, кошек, повышают 

чувствительность ооцитов и клеток эмбрионов к охлаждению и 

криоконсервации (Amstislavsky et al., 2019; Borges, Vireque, 2019; Idrissi et al., 

2021, 2022). 

Липиды в процессе программного замораживания претерпевают 

фазовый переход, т.е. переход из неупорядоченного конформационного 

состояния углеводородных цепочек в упорядоченное, что может 

инициировать повреждение клетки (Quinn, 1985; Ghetler et al., 2005). 

Температура фазового перехода (T*) липидов может играть важную роль в 
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процессе криоконсервации клеток, поскольку предполагается, что данный 

показатель связан с криоповреждением мембран, возникающим при 

относительно высоких температурах в начале протокола охлаждения (Zeron et 

al., 20002). Кроме того, при замораживании фазовый переход липидов 

изменяет свойства мембран: функционирование мембранных белков (Van 

Meer et al., 2008), пространственное распределение липидов (Quinn, 1985) и 

мембранный транспорт (Elamrani, Blume, 1983). Исследования, проведенные 

на искусственно созданных мембранах, показали, что липиды претерпевают 

фазовый переход при различных температурах, причем, чем выше степень 

ненасыщенности липидов, тем ниже T* (Dmitriev, Surovtsev, 2015). 

Модифицирование липидного состава клеток в культуре in vitro с целью 

изменения степени ненасыщенности липидов и, соответственно, их T*, может 

рассматриваться в качестве стратегии, направленной на минимизацию 

негативных последствий криоконсервации ооцитов и эмбрионов, богатых 

внутриклеточными липидами (Horvath, Seidel, 2006; Accorsi et al., 2016; Dias et 

al., 2020; Igonina et al., 2021; Брусенцев и др., 2022). Результаты такого 

исследования могут стать ключом к разработке более эффективных 

протоколов криоконсервации ооцитов и эмбрионов, родственных домашней 

кошке представителей диких видов кошачьих, находящихся под угрозой 

исчезновения, и помогут сохранить их генетическое разнообразие. Более того, 

поскольку среди млекопитающих достаточно много видов с ооцитами и 

эмбрионами, богатыми внутриклеточными липидами, поиск эффективных 

способов направленного воздействия на состав этих липидов важен для 

сохранения генетического разнообразия всех этих видов, а не только 

представителей семейства кошачьих. Кроме того, изучение роли липидов в 

развитии эмбрионов кошачьих на примере домашней кошки вносит вклад в 

изучение ранних этапов развития представителей этого семейства. 
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Степень разработанности темы 

Известно, что домашняя кошка, как и другие представители кошачьих, 

относится к млекопитающим с богатым содержанием липидов в ооцитах и 

преимплантационных эмбрионах (Guraya, 1965; Брусенцев и др., 2019; 

Amstislavsky et al., 2019). Между тем, мало что известно о составе 

внутриклеточных липидов кошачьих, и попытки изучить этот состав 

(Apparicio et al., 2012) не привели пока к значимому прогрессу в понимании 

роли липидов в повреждении клеток в процессе их криоконсервации. Ранее 

предпринимались попытки делипидизации ооцитов (Galiguis et al., 2014) и 

эмбрионов (Tharasanit, Techakumphu, 2011), но изменение степени 

ненасыщенности внутриклеточных липидов ооцитов и эмбрионов кошачьих 

продемонстрировано в нашей работе впервые. 

В настоящее время существуют трудности с успешной 

криоконсервацией эмбрионов и ооцитов, богатых липидами (Amstislavsky et 

al., 2019). Однако механизмы криоповреждений, связанные с обилием 

липидных гранул не изучены, и эта проблема является предметом 

интенсивных исследований (Borges, Vireque, 2019; Idrissi et al., 2021, 2022; 

Igonina et al., 2021). Поскольку эмбрионы и ооциты кошачьих богаты 

липидами, эта проблема касается представителей данного семейства хищных 

в полной мере.  

Проверка гипотезы о том, что криоустойчивость клеток зависит не 

только от общего количества, но и от степени ненасыщенности 

внутриклеточных липидов, с использованием богатых липидами ооцитов и 

преимплантационных эмбрионов домашней кошки в качестве модели 

исследования, является одной из главных задач данной работы. Для эмбрионов 

мышей установлено, что от степени ненасыщенности липидов зависит их T* 

(Igonina et al., 2021). Однако для ооцитов и эмбрионов кошек данные 

характеристики еще не изучены. Между тем, в отличие от мышей, ооциты и 
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эмбрионы которых содержат мало липидов, роль которых в 

преимплантационном развитии не вполне понятна (Bradley, Swann, 2019; 

Ibayashi et al., 2021; Arena et al., 2021), ооциты и эмбрионы кошек и других 

видов кошачьих богаты внутриклеточными липидами (Guraya, 1965; Gomez et 

al., 2004; Apparicio et al., 2012; Брусенцев и др., 2019; Amstislavsky et al., 2019; 

Zahmel et al., 2021). В исследованиях на ооцитах и эмбрионах домашней 

кошки, выполненных с использованием спектроскопии комбинационного 

рассеяния света (КРС) или Рамановской спектроскопии показано, что фазовый 

переход в липидных гранулах может наступать при разных температурах, в 

зависимости от состава липидов, по сравнению с монокомпонентными 

липидными моделями (Okotrub et al., 2018). Позже продемонстрировано, что 

при -25ºС внутри липидных гранул ооцита домашней кошки сосуществуют 

фазы, состоящие из липидов в разных конформационных состояниях, а 

именно в упорядоченном и разупорядоченном (Mokrousova et al., 2020a). Эти 

работы поднимают вопросы о составе сосуществующих фаз, как он зависит от 

температуры и возможно ли подавить разделение фаз в процессе 

криоконсервации путем модификации липидного состава. Подходы 

колебательной спектроскопии имеют низкую способность различать разные 

липиды и изучать эффект разделения различных фаз агрегатного состояния 

липидов (Okotrub et al., 2018; Mokrousova et al., 2020a). Тем не менее, можно 

выделить интересующие молекулы с помощью мечения стабильными 

изотопами. Замена протонов на дейтерии приводит к изотопическому сдвигу 

колебательных спектров в область спектра, не занятую другими линиями, что 

позволяет проводить независимое исследование дейтерированных 

соединений. Рамановская спектроскопия, дейтерированных соединений 

сочетает в себе бесконтактные измерения высокого разрешения 

флуоресцентной микроскопии и чувствительность к изотопным меткам масс-

спектрометрии, поэтому является надежной методикой для решения 

зоологических задач.  
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Предложенный подход позволяет выявить, как внутри липидных гранул 

происходит пространственное перераспределение различных липидных 

фракций и изменение их конформационного состояния при охлаждении. 

Изучение роли липидов при криоконсервации ооцитов и эмбрионов, особенно 

тех видов млекопитающих, которые богаты липидами на ранних стадиях 

развития, является общепризнанной мировой задачей (Pereira, Marques, 2008; 

Alminana, Cuello, 2015; Borges, Virequem 2019). Ооциты и полученные путем 

экстракорпорального оплодотворения (ЭКО) эмбрионы домашней кошки 

могут служить удобной моделью для такого рода исследований (Okotrub et al., 

2018, Брусенцев и др., 2019; Amstislavsky et al., 2019; Mokrousova et al., 2020 

a,b). 

Результаты работы помогут пониманию роли липидов в раннем 

развитии кошачьих и разработке эффективных протоколов для сохранения 

генетических ресурсов представителей Felinae 

В связи с этим поставлены следующие цель и задачи работы. 

Цель работы – изучение роли внутриклеточных липидов при 

криоконсервации ооцитов и преимплантационных эмбрионов 

млекопитающих с использованием домашней кошки в качестве 

экспериментальной модели. 

Задачи исследования: 

1. Изучить распределение липидов внутри липидных гранул ооцитов 

домашней кошки (Felis silvestris catus) при комнатной температуре и при 

замораживании.  

2. Охарактеризовать состав внутриклеточных липидов после его 

направленной модификации в ооцитах и преимплантационных эмбрионах 

домашней кошки путем их культивирования in vitro в питательной среде с 
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добавлением ненасыщенной линолевой кислоты либо насыщенной 

стеариновой кислоты. 

3. Исследовать эффекты направленного изменения липидного состава 

ооцитов и преимплантационных эмбрионов домашней кошки на их развитие 

in vitro. 

4. Изучить фазовые переходы липидов при охлаждении ооцитов и 

полученных in vitro преимплантационных эмбрионов домашней кошки как без 

воздействий, так и при модификации липидного состава. 

5. Исследовать влияние модификации липидного состава на 

эффективность программного замораживания ооцитов и 

преимплантационных эмбрионов домашней кошки и их последующее 

развитие в культуре in vitro. 

Научная новизна работы 

В данной работе впервые модифицирован состав внутриклеточных 

липидов в ооцитах и полученных путем ЭКО эмбрионах домашней кошки 

(Felis silvestris catus). В частности, при помощи спектроскопии КРС с 

использованием дейтерированных жирных кислот, исследован процесс их 

накопления в дозревающих in vitro ооцитах домашней кошки и их 

распределение внутри липидных гранул при комнатной температуре и при 

замораживании. Данный подход позволил впервые определить T* фракций 

липидов с разной степенью ненасыщенности и визуализировать их 

распределение в липидных гранулах. Впервые направленно модифицирован 

липидный состав ооцитов и преимплантационных эмбрионов домашней 

кошки при помощи их культивирования in vitro в среде с добавлением 

насыщенной (стеариновой) или ненасыщенной (линолевой) жирных кислот. В 

результате, впервые на ооцитах и эмбрионах кошачьих, произведено 

направленное изменение степени ненасыщенности внутриклеточных липидов 

в развивающихся in vitro эмбрионах в сторону ее снижения либо возрастания. 
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Впервые исследовано исследовано влияние жирных кислот на особенности 

развития ооцитов и эмбрионов домашней кошки in vitro. Впервые изучена 

эффективность криоконсервации ооцитов и преимплантационных эмбрионов 

домашней кошки с направленно измененным составом внутриклеточных 

липидов. Впервые с использованием ооцитов и полученных путем ЭКО 

эмбрионов домашней кошки, в качестве экспериментальной модели, 

проведена проверка гипотезы о том, что степень ненасыщенности 

внутриклеточных липидов влияет на их T* и эффективность криоконсервации 

ооцитов и преимплантационных эмбрионов кошачьих. Впервые приведены 

рекомендации для сохранения генетического разнообразия представителей 

подсемейства малых кошек (Felinae), с учетом особенностей липидного 

состава эмбрионов кошачьих. 

Теоретическая и научно-практическая ценность работы 

Ооциты и полученные путем ЭКО эмбрионы домашней кошки изучены 

in vitro при разных условиях культивирования, что важно для понимания 

особенностей раннего развития кошачьих. Теоретическая значимость работы 

заключается в том, что она вносит фундаментальный вклад в понимание роли 

липидов при охлаждении и криоконсервации ооцитов и преимлантационных 

эмбрионов видов семейства кошачьих. Показано, что направленное изменение 

степени ненасыщенности внутриклеточных липидов преимплантационных 

эмбрионов домашней кошки при определенных условиях их культивирования 

сопровождается повышением их криотолерантности. Таким образом, научно-

практическая ценность работы состоит в том, что полученные результаты и 

выводы могут быть использованы для усовершенствования протоколов 

криоконсервации ооцитов и эмбрионов диких видов кошачьих, в том числе 

редких и исчезающих, путем направленного воздействия на степень 

ненасыщенности внутриклеточных липидов. 
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Методология и методы исследования 

Для исследования ооцитов и эмбрионов получали яичники домашних 

кошек и придатки семенников (epididymides) домашних котов в пункте 

стерилизации домашних животных в г. Новосибирске. Ооциты получали 

путем измельчения ткани яичника, а эмбрионы – при помощи 

экстракорпорального оплодотворения in vitro эпидидимальным семенем. 

Липидный состав ооцитов и эмбрионов домашней кошки модифицировали 

путем добавления жирных кислот, связанных с бычьим сывороточным 

альбумином, в культуральные среды для развития in vitro гамет и эмбрионов. 

Эффективность проникновения жирных кислот в липидные гранулы, а также 

степень ненасыщенности липидов и температуру их фазового перехода в 

ооцитах и эмбрионах домашней кошки исследовали при помощи 

спектроскопии комбинационного рассеяния света. Дозревание ооцитов и 

развитие эмбрионов in vitro после воздействия жирных кислот оценивали при 

помощи окрашивания 4',6-диамидино-2-фенилиндолом (DAPI), который 

окращивает ДНК, с последующей флуоресцентной микроскопией. Ооциты и 

эмбрионы с модифицированным липидным составом криоконсервировали при 

помощи программного замораживания. Эффективность криоконсервации 

ооцитов оценивали при помощи тетраметилродамина (TMRM), который 

окрашивает функционирующие митохондрии, а эффективность 

криоконсервации эмбрионов оценивали по их развитию в культуре in vitro и 

при помощи окрашивания DAPI с последующей флуоресцентной 

микроскопией. Ниже приведен список методов, которые подробно описаны в 

главе 2: 

 культивирование гамет и эмбрионов млекопитающих in vitro; 

 световая микроскопия; 



13 

 

 флуоресцентная микроскопия с применением таких красителей 

как 4',6-диамидино-2-фенилиндол (DAPI) и тетраметилродамин 

(TMRM); 

 конфокальная лазерная сканирующая микроскопия с применением 

нильского красного; 

 спектроскопия комбинационного рассеяния света или 

Рамановская спектроскопия; 

 статистическая обработка данных с использованием таких 

методов, как хи-квадрат, t-критерий Стьюдента и U-критерий Манна – 

Уитни. 

Положения, выносимые на защиту 

1. Жирные кислоты проникают и накапливаются в липидных гранулах 

ооцитов домашней кошки при культивировании in vitro, и в дальнейшем 

влияют на фазовый переход внутриклеточных липидов. 

2. Воздействие in vitro ненасыщенной линолевой либо насыщенной 

стеариновой жирными кислотами сопровождается модификацией состава 

внутриклеточных липидов, а также изменением криотолерантности 

преимплантационных эмбрионов домашней кошки. 

3. Повышение степени ненасыщенности внутриклеточных липидов в 

развивающихся in vitro эмбрионах домашней кошки сопровождается 

снижением температуры фазового перехода липидов, а понижение степени 

ненасыщенности, наоборот, ее повышением.  

4. Модификация липидного состава эмбрионов в направлении 

увеличения их ненасыщенности позволит повысить эффективность 

криоконсервации эмбрионов представителей подсемейства малых кошек 
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(Felinae), в том числе находящихся под угрозой исчезновения, и сохранить их 

генетическое разнообразие.  

Степень достоверности результатов 

Достоверность полученных результатов обеспечена, тем, что в работе 

использованы современные методы световой, конфокальной и 

флуоресцентной микроскопии в сочетании с использованием надежных 

флуорохромов, таких как 4',6-диамидино-2-фенилиндол (DAPI), 

тетраметилродамин (ТМRМ) и нильский красный (Nile Red). Кроме того, в 

данном исследовании применяли спектроскопию КРС, которая позволяет 

получить информацию о степени ненасыщенности липидов, содержащихся в 

исследуемых клетках, и их Т*. Кроме того, при помощи спектроскопии КРС 

удалось исследовать эффективность поглощения дейтерированных жирных 

кислот и их распределение внутри липидных гранул ооцитов Felis silvestris 

catus. Данная методика сочетает в себе высокое пространственное разрешение 

оптической микроскопии и чувствительность масс спектрометрии, что делает 

ее мощным инструментом для исследования, в частности, для изучения 

внутриклеточных липидов млекопитающих. В работе данный подход был 

применен к ооцитам и преимплантационным эмбрионам. При наборе 

материала в работе использовали принцип рандомизации, т.е. полученные от 

каждой кошки ооциты и эмбрионы делили случайным образом между 

группами. Общее число самок для экспериментальной работы составило 171 

особи, самцов – 9 особей. Число ооцитов во всех экспериментальных блоках 

составило 380, число эмбрионов – 286. Для каждого эксперимента созданы как 

опытные, так и контрольные группы с числом повторов не менее пяти. В 

процессе статистической обработки все выборки проверяли на нормальное 

распределение с помощью W-критерия Шапиро – Уилка с использованием 

пакета STATISTICA. Для сравнения данных использовали корректные методы 
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статистического анализа, такие как метод хи-квадрат, t-критерий Стьюдента и 

U-критерий Манна – Уитни. 

Соответствие диссертации паспорту научной специальности 

Диссертация соответствует следующим направлениям исследования, 

указанным в паспорте научной специальности 1.5.12 – зоология. 

Пункт № 2. Онтогенез: закономерности роста и развития. В диссертации 

представлены результаты по влиянию жирных кислот на раннее развитие 

представителя семейства кошачьих, подсемейства малых кошек (Felinae) – 

Felis silvestris catus, а именно: на созревание, рост и жизнеспособность 

ооцитов и преимплантационных эмбрионов in vitro до и после 

криоконсервации. 

Пункт № 6.  Разработка научных рекомендаций по охране животных. 

Результаты, полученные в ходе диссертационного исследования, могут быть 

применимы к разработке протоколов криоконсервации эмбрионов 

представителей подсемейства малых кошек (Felinae), в частности, тех, 

которые являются редкими, уязвимыми или исчезающими. Рекомендации, 

представленные в обсуждении, могут быть полезны для повышения 

эффективности криоконсервации эмбрионов диких представителей Felidae и 

сохранить их генетическое разнообразие. 

Апробация результатов  

Материалы диссертации обсуждены на конференциях: “XXVIII 

Международная конференция студентов, аспирантов и молодых учёных 

«Ломоносов»” (г. Москва, 2021); “VIII Научно-практическая конференция с 

международным участием «Генетика — фундаментальная основа инноваций 

в медицине и селекции»”, (Ростов-на-Дону, 2019); “CRYO2021 The society for 

cryo-biology’s 58th annual meeting” (Chicago, 2021). Диссертационный доклад 
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был обсужден на заседании кафедры зоологии позвоночных и экологии 

Института биологии, экологии, почвоведения, сельского и лесного хозяйства 

(Биологический институт) Национального исследовательского Томского 

государственного университета (г. Томск). 
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Глава 1. Обзор литературы 

1.1. Проблема сохранения генетического разнообразия диких видов 

млекопитающих на примере семейства Felidae 

1.1.1 Систематика, разнообразие кошачьих и их охранный статус 

Семейство кошачьих (Felidae) относится к отряду Хищные (Carnivora). 

Некоторые исследователи выделяют 41 вид в семействе кошачьих (Kitchener, 

2017). Согласно данным международного союза охраны природы (IUCN, 

2022) в данном семействе выделяют 14 родов, включающих в себя 38 видов. В 

Таблице 12 представлена таксономия семейства кошачьих, некоторые 

характеристики видов и их охранный статус по IUCN (Приложение 1). Все 

кошачьи подразделяются на два подсемейства – большие (Panterinae) и малые 

(Felinae) кошки. К первым относят пять крупных видов из рода Пантера 

(Panthera): ирбис (Panthera uncia), леопард (Panthera pardus), ягуар (Panthera 

onca), лев (Panthera leo), тигр (Panthera tigris); а также два представителя из 

рода Дымчатые леопарды (Neophelis): дымчатый леопард (Neophelis nebulosa) 

и борнейский дымчатый леопард (Neophelis diardi). К малым кошкам 

относятся остальные 12 родов и, соответственно, 31 вид кошек (Kitchener, 

2017; IUCN, 2022). Основным отличием больших кошек от малых является 

наличие в гортани длинных, утолщенных, эластичных голосовых связок, 

которые резонируют и позволяют крупным кошкам рычать (Kitchener, 2017). 

В то время как малые кошки имеют более простые голосовые связки, которые 

позволяют им мурлыкать, шипеть, урчать, но не позволяют издавать рык (Hast 

et al., 1989; Kitchener, 2017). 

Естественные места обитания кошачьих распространены практически 

по всему миру, за исключением Австралии, Арктики и Антарктики (Kitchener, 

2017). Дикие кошачьи – это хищные животные, которым требуются большие 

территории обитания с достаточным количеством пищевых ресурсов. Однако 
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рост популяции человека привел к снижению численности большинства видов 

(Thongphakdee et al., 2020). Среди представителей семейства Felidae 

встречается больше видов, находящихся под угрозой исчезновения, по 

сравнению с другими млекопитающими. Согласно IUCN (2022) 29 из 38 видов 

кошачьих имеют тенденцию к снижению численности особей. Охранный 

статус около 50% всех диких видов кошачьих вызывает большое беспокойство 

у исследователей и природоохранных организаций, так как пять видов 

являются исчезающими, а 13 видов– уязвимыми (IUCN, 2022). Следует также 

отметить, что во многих видах, которые, в целом, не являются уязвимыми или 

исчезающими, есть подвиды, которые таковыми являются (Izawa et al., 2009; 

Lewis et al., 2020).  

Объектом данной работы является домашняя кошка, относящаяся к 

подсемейству Felinae, роду Felis, в котором ее выделяют либо в отдельный вид 

Felis catus, либо относят к подвиду лесного кота – Felis silvestris catus. 

Домашняя кошка часто выступает модельным объектом для 

совершенствования методов вспомогательных репродуктивных технологий 

(ВРТ), применимых для сохранения диких видов кошачьих, находящихся под 

угрозой исчезновения (Gomez et al., 2003; Pope et al., 2012a,b; Mokrousova et 

al., 2020b; Амстиславский и др., 2021; Kochan et al., 2021a,b).  

1.1.2. Подходы к сохранению генетического разнообразия 

кошачьих: ex situ и in situ 

В настоящий момент многие виды и подвиды семейства кошачьих 

находятся под угрозой исчезновения в их естественной среде обитания (IUCN, 

2022). Основной причиной снижения численности представителей таксона 

Felidae является развитие человеческой цивилизации, которое привело к 

повышению эксплуатации природных ресурсов и, соответственно, к 

уменьшению источников пищи для диких животных, а также сокращению и 

нарушению как их индивидуальных участков, так и в целом ареала обитания 
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вида. Кроме того, незаконная охота также вносит вклад в снижение природных 

популяций зверей. Сокращение популяций и их фрагментация на небольшие 

изолированные группы значительно затрудняют поток генов, что приводит к 

инбридингу, и представляет серьезную угрозу сохранения биоразнообразию 

всех видов кошек, обитающих в дикой природе (Napolitano et al., 2015; Lehocka 

et al., 2021; Khan et al., 2021). Программы сохранения диких кошачьих 

включают применение двух подходов – in situ и ex situ. 

Деятельность по сохранению диких кошачьих in situ (с лат.  –  «на 

месте») заключается в защите видов в их естественной среде обитания и 

восстановлении экосистем. Кроме этого, территориям, на которых обитают 

дикие кошки, присваивается статус заповедников. Примером сохранения in 

situ может служить поддержание популяции евразийской рыси (Lynx lynx) за 

счет восстановления связи между большими лесами, улучшения качества 

лесов, повышения доступности источников пищи (Schmidt et al., 2011; Kochan 

et al., 2019; Premier et al., 2021). Преимущество подхода in situ связано с 

комплексной защитой местообитаний животных и экосистем. Однако ввиду 

достаточно быстрого изменения климата и все большего разрушение среды 

обитания опора исключительно на подходы in situ не может обеспечить 

долгосрочное сохранение многих видов. 

Программы ex situ (с лат.  –  «вне места») направлены на создание 

зоопарков и ферм, где содержат и поддерживают животных с опасным 

охранным статусом в неволе (Kleinman-Ruiz et al., 2019). Примером таких 

программ может служить научно-экспериментальная база Черноголовка 

(Россия, Московская область), целью создания которой является изучение 

поведения и коммуникации диких видов млекопитающих, таких как 

обыкновенная рысь (L. lynx), рыжая рысь (Lynx rufus), дальневосточный 

лесной кот (Prionailurus bengalensis euptilurus) и др., в больших вольерах и 

экспериментальных полигонах, где условия приближены к естественным 

местам обитания животных (Найденко, 2015). Решение фундаментальных 
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проблем этологии, экологии и общей зоологии важно для сохранения и 

разведения редких видов млекопитающих. Создание банков генетических 

ресурсов для воспроизводства потомства диких представителей кошачьих и их 

реинтродукции, то есть возвращения в естественную среду обитания, также 

являются важной частью программ ex situ (Амстиславский и др., 2017). Подход 

ex situ вносит существенный вклад в охрану исчезающих видов и быстро 

развивается благодаря глобальной координации, инфраструктуре, 

практическим знаниям (Pritchard et al., 2012; Thongphakdee et al., 2020). 

Используемые в настоящее время методы сохранения диких 

представителей семейства кошачьих не гарантируют устойчивости их 

популяции. Для разработки эффективных и оптимальных программ 

сохранения кошачьих необходимо объединить достижения различных 

научных дисциплин таких как генетика, экология, репродуктивная биология с 

целью сохранения биоразнообразия различных видов кошачьих, в том числе 

редких и исчезающих (Kochan et al., 2019), а также применить 

междисциплинарный подход при работе с этими видами. Хотя естественное 

скрещивание находится на первом месте по восполнению популяций 

исчезающих видов в условиях неволи (Swanson et al., 2006; Swanson et al., 

2007), часто животные плохо размножаются по разным причинам, например, 

из-за агрессивности самцов, поведенческой несовместимости или бесплодия 

(Thongphakdee et al., 2020). За последние несколько лет знания о репродукции 

кошачьих значительно расширились благодаря исследованиям с 

использованием домашней кошки в качестве исследовательской модели 

(Amstislavsky et al., 2018; Brusentsev et al., 2018; Luvoni et al., 2018). Во многом 

благодаря этим работам на домашней кошке, а также исследованиям на 

некоторых других видах кошачьих, включая исчезающих представителей 

этого семейства, получены знания о репродуктивной биологии кошачьих, 

которые позволяют эффективно применить репродуктивные технологии в 
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контексте сохранения биоразнообразия отдельных видов и подвидов этого 

семейства. 

1.1.3. Применение вспомогательных репродуктивных технологий 

для сохранения биоразнообразия в семействе кошачьих 

Вспомогательные репродуктивные технологии (ВРТ), например, 

искусственное осеменение (ИО), сбор ооцитов и их созревание in vitro (IVM – 

in vitro maturation), сбор семени in vivo или post mortem, экстракорпоральное 

оплодотворение (ЭКО), интрацитоплазматическая инъекция сперматозоида 

(ИКСИ/ICSI – intracytoplasmic sperm injection), трансплантация эмбрионов или 

ядерного материала соматической клетки применяются учеными по всему 

миру, чтобы спасти от исчезновения отдельные виды и подвиды семейства 

кошачьих (Lueders et al., 2014; Baldassare et al., 2017; Erdmann et al., 2020; 

Zahmel et al., 2021; Pope et al., 2006a; Gomez et al., 2008; Pope et al., 2012а), а 

также представителей других таксонов (Herrick, 2019). Важнейшим подходом 

к сохранению генетического разнообразия различных таксонов 

млекопитающих является создание криобанков гамет и эмбрионов 

(Thongphakdee et al., 2020). Уже несколько десятилетий назад в классических 

работах отечественных исследователей Вепринцева и Ротта, а также 

зарубежных авторов, в частности, Вилдта и его соавторов, указывалось на 

перспективность применения методов репродуктивной биологии и 

криобиологии для сохранения диких видов млекопитающих (Veprintsev, Rott, 

1979; Wildt, 1992; Wildt, Roth, 1997). В настоящее время эти методы становятся 

все более важными и значимыми для сохранения биоразнообразия диких 

видов отряда хищных (Амстиславский и др., 2017; 2021; Wild et al., 2009; 

Comizzoli, Holt, 2019; Praxedes et al., 2018; Luvoni, Colombo, 2020; Fernandez-

Gonzalez et al., 2021). Рассмотрим подробнее применение этих подходов с 

целью сохранения генетических ресурсов кошачьих. 
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1.1.3.1. Получение семени кошачьих 

Прогресс развития ВРТ по отношению к сохранению диких 

представителей кошачьих зависит от возможности получения достаточного 

пула гамет хорошего качества (Kochan et al., 2021а). Одним из способов забора 

семени у диких котов in vivo является электроэякуляция. Таким способом 

получено семя у многих видов кошачьих, в частности, у гепарда (Acinonyx 

jubatus), дальневосточного лесного кота (P. bengalensis euptilurus), маргая 

(Leopardus wiedii) и многих других в целях последующей криоконсервации 

(Terrell et al., 2012; Amstislavsky et al., 2018; Erdmann et al., 2020). 

Электроэякуляция считается «золотым стандартом» среди методов взятия 

семени у животных (Swanson, Brawn, 2004; Swanson, 2018; Furthner et al., 

2018). Альтернативным является метод, разработанный Замбелли с 

соавторами, включающий катетеризацию уретры после введения животному 

медетомидина (Zambelli et al., 2008). Медетомидин вызывает сужение 

эякуляторных протоков и выталкивает сперму в уретру, так что после 

введения в нее катетера можно взять образец семени. Наряду с 

электроэякуляцией, этот метод рекомендован для получения семени у диких 

кошачьих, хотя применялся он пока на ограниченном числе видов (Lueders et 

al., 2012; 2014; Kheirkhah et al., 2017; Jeong et al., 2018 Kochan et al., 2019). 

Данная процедура успешно применялась для азиатского льва (P. leo persica) и 

азиатской золотой кошки (Catopuma temminckii) (Lueders et al., 2012; Lueders 

et al., 2014). Еще один способ получения эякулята, который иногда 

применяется к домашним котам, – мануальная стимуляция с применением 

искусственной вагины (Buranaamnuay, 2017). 

В случае внезапной гибели ценной особи возможен сбор сперматозоидов 

из эпидидимисов после изоляции семенников вместе с эпидидимисами. Таким 

образом, например, получено и успешно криоконсервировано 

эпидидимальное семя амурского тигра (P. tigris tigris) (Cocchia et al., 2010). 
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Сперматозоиды получают путем измельчения эпидидимисов в подходящей 

питательной среде, что приводит к высвобождению подвижных 

сперматозоидов. Процедура позволяет получать живые сперматозоиды даже 

через некоторое время после смерти животного проведения процедуры 

орхиэктомии с целью стерилизации самцов при условии надлежащего 

сохранения семенников с эпидидимисами, что важно в случае диких 

кошачьих, находящихся под угрозой исчезновения. Описанный метод 

практикуют в настоящее время и по отношению к домашним котам, поскольку 

эпидидимисы взрослых котов доступны в ветеринарных клиниках после 

процедур плановой стерилизации (Brusentsev et al., 2018). 

Способ получения семени влияет на некоторые морфологические и 

функциональные показатели сперматозоидов (Амстиславский и др., 2021). 

Например, преимуществом электроэякуляции по сравнению с уретральной 

катетеризацией является больший объем семени, что показано на примере 

азиатской золотой кошки (C. temminckii) (Lueders et al., 2014). Тем не менее 

семя, полученное методом уретральной катетеризации, обладало большей 

концентрацией сперматозоидов при сходных показателях подвижности по 

сравнению с электроэякуляторным семенем (Lueders et al., 2014). Похожие 

результаты получены при применении уретральной катетеризации ко льву (P. 

leo), камышовому коту (Felis chaus) и дальневосточному лесному коту (P. 

bengalensis euptilurus) (Lueders et al., 2012; Kheirkhah et al., 2017; Jeong et al., 

2018). При использовании мануального метода на домашних котах объем 

полученного семени обычно меньше, по сравнению с семенем, собранным с 

помощью электроэякуляции, но характеристики подвижности и концентрации 

сперматозоидов сопоставимы (Buranaamnuay, 2017). Семя домашних котов, 

собранное из эпидидимисов, немного уступает по подвижности 

сперматозоидам, полученным с помощью электроэякуляции и искусственной 

вагины (Brusentsev et al., 2018; Buranaamnuay, 2017). 
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1.1.3.2. Получение ооцитов кошачьих  

У домашней кошки, на которой можно отработать протоколы 

созревания ооцитов in vitro, их оплодотворения, эмбриотрансфера и 

криоконсерваци, кумулюс-ооцитные комплексы (КОК) получают из яичников, 

доступных исследователям в ветеринарных клиниках, в которых 

осуществляют стандартную процедуру орхиогистерэктомии (Амстиславский 

и др., 2021). Ооциты, окруженные кумулюсом, получают путем измельчения 

яичников в подходящей питательной среде, чаще всего модифицированной 

Medium 199 с добавлением HEPES для поддержания pH и бычьего 

сывороточного альбумина (БСА) (Mokrousova et al., 2020b; Kochan et al., 

2021а). Ооциты диких кошек получить сложнее. Сбор ооцитов in vivo 

осуществляется после гормональной стимуляции самки путем 

лапароскопической операции под наркозом. Например, данную процедуру 

применяли по отношению к кошке-рыболову (Prionailurus viverrinus), 

каракалу (Caracal caracal), пуме (Puma concolor) (Pope et al., 2006а; Baldassare 

et al., 2017). В результате в среднем получено 25-36 ооцитов, пригодных для 

дальнейшей продукции эмбрионов in vitro (Pope et al., 2006а; Baldassare et al., 

2017). Ооциты также могут быть собраны post mortem у старых или больных 

особей (Rao et al., 2015). В таком случае ооциты получают путем измельчения 

яичников в подходящей питательной среде (Rao et al., 2015). Число собранных 

клеток зависит от возраста, стадии эстрального цикла и общего здоровья 

особи. Общеизвестно, что по мере старения животного число получаемых 

ооцитов снижается, также ухудшается их качество и способность к 

дальнейшему развитию (Kochan et al., 2019; Амстиславский и др., 2020). Кроме 

того, ооциты кошачьих, даже собранные у одной и той же кошки, отличаются 

по качеству. Ооциты кошачьих с темной ооплазмой, т.е. с большим 

содержанием липидов, в большей степени способны к оплодотворению и 

дальнейшему развитию эмбриона, по сравнению с теми, которые имеют более 
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бледную цитоплазму (Wood, Wildt, 1997; Kochan et al., 2021а). Обычно лишь 

приблизительно 50-60% ооцитов, полученных от диких видов кошачьих 

пригодны для последующих работ с применением ВРТ (Rao et al., 2015; 

Kochan et al., 2021а). 

1.1.3.3. Получение эмбрионов кошачьих  

Эмбрионы кошачьих для криоконсервации, эмбриотрансфера или для 

исследовательских целей могут быть получены in vitro c помощью 

традиционного ЭКО или с помощью ИКСИ (Pope, 2012а,b; 2014). 

Вспомогательные репродуктивные технологии позволяют получить 

потомство от особей с пониженной фертильностью, а также использовать как 

гаметы, так и эмбрионы для сохранения биоразнообразия видов. Даже спустя 

много лет после смерти животного можно использовать его генетический 

материал, хранящийся в криобанках (Kochan et al., 2019).  

Первая домашняя кошка, зачатая с использованием классической 

методики ЭКО, родилась в 1988 году (Goodrowe et al., 1988). С тех пор ЭКО 

неоднократно применялось для получения и/или трансплантации эмбрионов 

как домашней кошки, так и диких видов кошачьих: тигра (P. tigris), сервала 

(Leptailurus serval), каракала (C. caracal), кошки-рыболова (P. viverrinus), 

черноногой кошки (Felis nigripes), льва (P. leo) (Donoghue 1990; Pope et al., 

2006a,b; Pope et al., 2012а; Zahmel et al., 2021). Эффективность ЭКО зависит во 

многом от хорошего качества семени, что у диких кошек встречается крайне 

редко (Pukazhenti et al., 2006). При использовании ооцитов, подвергнутых 

криоконсервации, возможен преждевременный экзоцитоз кортикальных 

гранул, приводящий к отвердению блестящей оболочки (zona hardening), что 

снижает эффективность ЭКО или приводит к полиспермии (Matson et al., 1997; 

Borini, Bianchi, 2010).  

Альтернативным способом получения эмбрионов in vitro является 

ИКСИ. Впервые данный метод был применен по отношению к кошачьим, а 
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именно к домашней кошке, а также ягуарунди (Herpailurus yaguaron) в 1998 

году (Pope et al., 1998). С тех пор опубликовано еще несколько 

исследовательских работ с использованием ИКСИ по отношению к кошачьим 

(Buarpung et al 2013; Prochowska et al., 2018). Данная процедура имеет массу 

преимуществ, но является очень сложной методикой, требует дорогостоящего 

оборудования и может выполняться только высококвалифицированным 

персоналом. Помимо in vitro технологий для получения потомства также 

применяют искусственное осеменение самок. Данный способ оплодотворения 

использовали, как со свежим семенем, так и замороженным семенем на 

нескольких видах диких кошачьих с выходом беременностей 5-100% (см. 

обзор Thongphakdee et al., 2020). 

1.1.3.4. Эмбриотрансфер 

Трансплантация эмбрионов и рождение котенка — это конечный этап 

подтверждения эффективности и безопасности ЭКО, ИКСИ, репродуктивного 

клонирования, процедур криоконсервации и любых манипуляций с 

эмбрионами кошачьих in vitro (Pope, 2000; Pope et al., 2006a; Conforti et al., 

2008; Gomez et al., 2008; Pope et al., 2012a,b). Эмбрионы редких видов 

кошачьих иногда переносят реципиентам других видов или подвидов 

(межвидовой эмбриотрансфер). Котята барханного кота (Felis margarita) и 

черноногой кошки (Felis nigripes), зачатые в результате ЭКО или 

репродуктивного клонирования, были выношены домашними кошками 

(Gomez et al., 2008; Pope et al. 2012а). Однако детеныши более крупных видов 

диких кошек, в частности, тигра (P. tigris), кошки-рыболова (P. viverrinus), 

каракала (C. caracal) родились в результате внутривидового эмбриотрансфера 

(Donoghue et al., 1990; Pope et al., 2006а). Эмбрионы кошачьих обычно 

трансплантируют либо на ранних стадиях в яйцевод (Goodrowe et al., 1988; 

Gomez et al., 2008), либо на стадии морулы/бластоцисты в матку (Gomez et al., 

2000; Pope et al., 2006а) лапароскопическим методом. 
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1.1.3.5. Консервация генетических ресурсов кошачьих 

Для сохранения генетических ресурсов кошачьих иногда подвергают 

криоконсервации соматические клетки, например, фибробласты, собранные из 

срезов кожи. Получение небольших срезов кожи длиной в несколько 

миллиметров не приносит большого вреда животному, тем более, что образец 

можно брать при проведении других ветеринарных процедур. Например, в 

Польше таким образом заморожены образцы клеток 14 видов диких кошек и 

10 пород домашних кошек (Kochan et al., 2019). Фибробласты, полученные от 

диких кошачьих, хранящиеся в банке клеток, представляют собой источник 

донорских ядер клеток, используемых в процедурах репродуктивного 

клонирования. Их ядра впоследствии переносят либо в энуклеированные 

ооциты того же вида, либо при недостатке таковых, в ооциты, полученные от 

домашней кошки (Gomez et al., 2008; Moro et al., 2015). Развитие методики 

репродуктивного клонирования имеет большое значение для сохранения 

животных, находящихся под угрозой исчезновения. Первый клон домашней 

кошки получен в 2002 году (Shin et al., 2002). После успешных экспериментов 

над домашней кошкой, была клонирована африканская дикая кошка (Felis 

silvestris lybica) (Gomez et al., 2004).  

Помимо соматических клеток криоконсервируют также гаметы и 

эмбрионы. Семя как домашних, так и диких кошек довольно успешно 

заморожено (см. обзор Амстиславский и др., 2021). Например, 

криоконсервировано семя гепарда (Acynonyx jubatus), льва (P. leo), маргая 

(Leopardus wiedii), пиренейской рыси (Lynx pardinus) и красной рыси (L. rufus) 

(Terrell et al., 2012; Luther et al., 2017; Erdmann et al., 2020; Ganan et al., 2009 

а,b). Изучение литературы показало, что в подавляющем большинстве работ, 

для криоконсервации сперматозоидов кошачьих в качестве криопротектора 

используют глицерин, при этом вполне подходят стандартные способы 

охлаждения и криоконсервации семени, используемые, например, для 



30 

 

большинства сельскохозяйственных животных (Амстиславский и др., 2021). 

Что касается ооцитов и преимплантационных эмбрионов кошачьих, которые 

являются предметом нашего исследования, их криоконсервация будет более 

подробно рассмотрена в специальном разделе данного обзора.  

1.2. Роль липидов в раннем развитии млекопитающих 

Поскольку домашняя кошка, как и другие представители кошачьих, 

относится к млекопитающим с богатым содержанием липидов в ооцитах и 

преимплантационных эмбрионах (Guraya, 1965; Брусенцев и др., 2019; 

Amstislavsky et al., 2019), важно понимать роль липидов в 

преимплантационном развитии млекопитающих.  

1.2.1. Характеристика стадий созревания ооцитов и развития 

преимплантационных эмбрионов 

Ооциты – половые клетки самок млекопитающих, которые 

располагаются в фолликулах яичников. Ооциты окружены соматическими 

кумулюсными (фолликулярными) клетками, которые соединены друг с 

другом щелевыми соединениями и необходимы для роста и созревания ооцита 

(Van Soom et al., 2002). Кумулюсные клетки прилегают к блестящей оболочке 

(zona pelucida) ооцита. Между плазматической мембранной ооцита и 

блестящей оболочкой существует перивителлиновое пространство, куда 

отходит полярное тело при созревании ооцита (Bedford, 2004; Duncan et al., 

2020). В ооплазме располагаются ядерный материал, митохондрии, липидные 

гранулы, другие органеллы, цитоскелет и кортикальные гранулы (Рисунок 1). 
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Рисунок 1. Зрелый ооцит домашней кошки (по Брусенцев и др., 2019). 

Примечание: экспандированный кумулюс (1), темная ооплазма с 

многочисленными липидными гранулами (2), блестящая оболочка (3), 

перивителлиновое пространство (4), полярное тело (5). 

Выделяют несколько стадий развития фолликулов в яичнике: 

примордиальные, первичные, вторичные, ранние антральные и антральные 

фолликулы (Duncan et al., 2020). На рисунке 2 схематично показано созревание 

ооцита млекопитающего.  
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Рисунок 2. Созревание фолликулов в яичнике млекопитающего (по Fan, 

San, 2019). 

Примечание: примордиальные фолликулы (1), первичный (2), 

вторичный(3), антральный фолликулы(4), выход ооцита из фолликула (5) 

(овуляция), желтое тело (6). 

Изначально ооциты, после сбора материала из фолликулов яичника 

домашней кошки, находятся на стадии профазы I мейоза. Собранные ооциты 

содержат большое ядро, заключенное в собственную оболочку, содержащее 

двойной набор хромосом 2n4c (n – число хромосом, c – число молекул ДНК). 

Эта стадия называется стадией зародышевого пузырька или герминального 

везикула (ГВ) (germinal vesicle – GV). В процессе дозревания in vitro ооциты 

домашней кошки проходят сложный процесс, который называется 

мейотическим созреванием и занимает 24-36 ч (Fan, Sun, 2019; Fernandes et al., 

2021). Распад зародышевых пузырьков (Germinal vesicle breakdown – GVBD) 

является первым морфологическим признаком возобновления мейоза и 

характеризуется началом конденсации хроматина. После GVBD бивалентные 

хромосомы выстраиваются вдоль клетки, прикрепляясь к веретенам деления – 
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стадия метафазы I. Первое деление мейоза завершается образованием первого 

полярного тела. В ооците после отделения первого полярного тела остается 

одинарный набор хромосом, в котором каждая хромосома состоит из двух 

сестринских хроматид (1n2c). Затем ооциты вступают во второй раунд мейоза, 

но останавливаются на этапе метафазы II (MII), который характеризуется 

наличием аппарата веретена деления и расположением хромосом в плоскости, 

перпендикулярной оси деления; именно на этой стадии происходит 

оплодотворение, после чего в яйцеклетке на короткое время остается 

одинарный набор хромосом, в котором каждая хромосома состоит из одной 

хроматиды 1n1c, при этом выделяется второе полярное тело (De los Reyes et 

al., 2011; Fan, Sun, 2019). Процесс созревания ооцита схематично представлен 

на рисунке 3. 

 

Рисунок 3. Созревание ооцита (по Fan, San, 2019). 

Примечание: GV – зародышевый пузырек (germinal vesicle), GVBD – 

распад зародышевых пузырьков (germinal vesicle breakdown), MI – метафаза I, 

MII – метафаза II. 

В среднем число собранных ооцитов с одного животного достигает 

двадцати и более (в среднем 23) в случае взрослой особи, сорока и более (в 

среднем 43) в случае молодой неполовозрелой кошки (Kochan et al., 2021а). 

Однако не все полученные ооциты подходят для дальнейшего использования, 

и имеют различный потенциал развития (Wood, Wildt, 1997; Kochan et al., 
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2021а). Выделяют 4 класса ооцитов по качеству, а также по числу кумулюсных 

клеток (Wood, Wildt, 1997; Kochan et al., 2021а): 

I – ооциты плотно окружены как минимум пятью слоями кумулюсных 

клеток, 

II – ооциты окружены менее пятью слоями кумулюсных клеток, 

III – ооциты окружены только лучистым венцом (corona radiata), т.е. 

слоем клеток непосредственно прилегающим к блестящей оболочке. 

IV – деградирующий ооцит с морфологическими дефектами, 

поврежденной блестящей оболочкой, неправильной формой или 

фрагментированной цитоплазмой.  

Выделяют также три группы ооцитов, основываясь на цвете ооплазмы (Wood, 

Wildt, 1997; Kochan et al., 2021а):  

А – ооциты с очень темной и однородной цитоплазмой, 

Б – ооциты с темной, но мозаичной цитоплазмой, 

С – ооциты с бледной цитоплазмой.  

Примеры ооцитов различного качества представлены на рисунке 4. 
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Рисунок 4. Кумулюс-ооцитные комплексы, полученные из яичников 

домашней кошки (по Wood, Wildt, 1997). 

Примечание: (а) категория IА: ооциты с темной однородной 

цитоплазмой в сочетании с как минимум тремя слоями кумулюсных клеток. 

(б) категория IIА: ооциты имеют однородную темную цитоплазму, но менее 

пяти слоев кумулюсных клеток, (в) категория IIIБ: ооциты с темной, но 

мозаичной цитоплазмой, окружены лучистым венцом и небольшим числом 

кумулюсных клеток. (d) категория IVC: ооциты с бледной фрагментированной 

цитоплазмой и окруженные незначительным числом кумулюсных клеток; 

шкала 50 мкм. 

 

Обычно для дозревания отбирают только ооциты хорошего качества, 

принадлежащие к категориям I, II, А, поэтому число гамет, взятых для IVM, 

уменьшается примерно на 40-55% (Kochan et al., 2021а). Причем после 
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дозревания остается приблизительно 50% ооцитов, пригодных для 

оплодотворения (Kochan et al., 2021а). Время инкубации ооцитов кошачьих со 

сперматозоидами для оплодотворения in vitro обычно занимает 16-22 ч 

(Herrick et al., 2010; Kochan et al., 2021b). После этого периода начинается 

полное, асинхронное дробление зигот (Hasley et al., 2017). Первое дробление 

происходит через 17-38 ч после IVF. Однако время первого дробления очень 

важно для дальнейшего развития эмбриона: максимального развития in vitro 

достигают эмбрионы, дробление которых началось через 21-22 ч после 

оплодотворения (Kochan et al., 2021b; Klincumhom et al., 2012). Далее 

приблизительно каждые 24 ч, происходит очередное дробление бластомеров 

(Roth et al., 1994), так что через 74 ч после IVF появляются морулы (Ochota et 

al., 2017). Однако слишком быстрое формирование стадии морулы негативно 

сказывается на дальнейшем образовании бластоцист и хэтчинге (Ochota et al., 

2017). В целом приблизительно половина (52%) образующихся эмбрионов in 

vitro оказываются хорошего качества, однако 48% имеют различные 

морфологические дефекты (Kochan et al., 2021b). Около 40% от всех 

оплодотворенных ооцитов начинает дробиться, причем 50% от дробящихся 

эмбрионов становятся морулами и 20% достигают стадии бластоцисты 

(Kochan et al., 2021b). В другом исследовании 70% ооцитов после ЭКО 

начинало дробиться, причем 40% от дробящихся эмбрионов становились 

морулами и 20% бластоцистами (Alam et al., 2019). В работе Верагуас с 

соавторами (2020), после дополнительной гормональной стимуляции самок 

домашней кошки, процент образовавшихся бластоцист был выше и составил 

37% от дробящихся эмбрионов (Veraguas et al., 2020). 

Образование бластоцели происходит через 127-167 ч после 

оплодотворения (Kochan et al., 2021b). Индикатором того, что эмбрион кошки 

достиг стадии бластоцисты также служит число ядер, например, в ранних 

бластоцистах насчитывают 51-100 ядер, в поздних бластоцистах 101-140 ядер, 

на стадии хэтчинга – 141 и более (Ochota et al., 2016). В 1994 г Росс, Свэнсон 
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и Вилдт провели сравнительный анализ развития эмбрионов домашней кошки, 

полученных in vitro и in vivo. Было показано, что, несмотря на то, что 

эмбрионы, полученные in vitro, быстрее дробятся и имеют сходный процент 

образования морул (61% и 77%) в сравнении с эмбрионами, полученными in 

vivo, они останавливают свое развитие приблизительно на пятые сутки, не 

образуя бластоцист (Roth et al., 1994).  

За последние три десятилетия среды для культивирования эмбрионов 

кошачьих постоянно совершенствовали (Herrick et al., 2007; Colombo et al., 

2021). Однако, несмотря на прогресс в культивировании кошачьих эмбрионов, 

эффективность получения кошачьих эмбрионов in vitro остается низкой по 

сравнению с другими видами животных, поскольку в среднем только 50% 

оплодотворенных ооцитов домашней кошки начинают дробится, и меньше 

половины от них достигают стадии бластоцисты и хэтчинга (Kochan et al., 

2021b; Alam et al., 2019). Прогресс в этой области будет зависеть от лучшего 

понимания механизмов оплодотворения и оптимизации условий 

культивирования in vitro для кошачьих эмбрионов (Herrick et al., 2007; Luvoni 

et al., 2018; Colombo et al., 2021). 

1.2.2. Состав внутриклеточных липидов в ооцитах и эмбрионах 

различных видов млекопитающих 

Наряду с белками, нуклеиновыми кислотами и углеводами, важнейшими 

компонентами клетки являются липиды. Внутри клеток липиды 

накапливаются в специальных структурах – липидных гранулах. Липидная 

гранула представляет собой гидрофобное ядро, состоящее в основном из 

нейтральных липидов, таких как триацилглицерины, и сложных эфиров 

стеролов, в частности, холестерина. Ядро липидной гранулы окружено 

монослоем фосфолипидов с включениями белков (Walther and Farese, 2009; 

Welte and Gould, 2017). Липидные гранулы являются энергетическим депо 

клетки и хранилищем строительных блоков для биологических мембран 
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(Farese, Walther, 2009; Welte and Gould, 2017). Помимо функции накопления 

липидов, они принимают активное участие в их внутриклеточном 

метаболизме (Athenstaedt, Daum, 2006; Kuerschner et al., 2008), способны 

удерживать токсичные липофильные молекулы, упаковывая стеролы в эфиры 

стеролов, а также вовлечены в метаболизм белков (Farese, Walther, 2009). 

Липидные гранулы могут аккумулировать и хранить гидрофобные витамины, 

например, витамин Е и предшественник витамина А в виде ретинилового 

эфира (Welte and Gould, 2017). Эфиры холестерина, хранящиеся в липидных 

гранулах, являются важным источником холестерина для биосинтеза 

стероидных гормонов (Welte and Gould, 2017). Липидные гранулы также могут 

хранить предшественники эйкозаноидов, большое семейство сигнальных 

липидов, которое включает простагландины, тромбоксаны и лейкотриены 

(Welte and Gould, 2017). Липидные гранулы находятся в контакте с другими 

клеточным органеллами, и мутации во многих белках, расположенных в месте 

этих контактов, являются факторами наследственных неврологических и 

метаболических заболеваний (Herker et al., 2021). Таким образом, липидные 

гранулы выполняют разнообразные функции в различных биологических 

контекстах. 

Липидные гранулы играют важную роль при созревании ооцитов и 

развитии преимплантационных эмбрионов различных видов млекопитающих 

(Брусенцев и др., 2019; Ibayashi et al., 2021; Arena et al., 2021). Липиды 

являются потенциальным резервуаром энергии для начального 

эмбрионального развития до активации эмбрионального генома (de Andrade 

Melo-Sterza, Poehland, 2021). Кумулюс-ооцитный комплекс, в частности, 

ооцит и кумулюсные клетки, содержат много липидных гранул (Dunning et al., 

2014). Их размер обычно составляет от 0.1 до 1.0 мкм и более в зависимости 

от типа клеток (Fujimoto, Parton, 2011; Daemen et al., 2015). На стадии незрелых 

ооцитов для большинства исследованных видов млекопитающих диаметр 

липидных гранул составляет менее 1 мкм (Aardema et al., 2011; Bradley et al., 
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2016), при созревании ооцитов и последующем эмбриональном развитии они 

становятся крупнее (Aardema et al., 2011), а на стадиях морулы и бластоцисты 

их размер становится более 1 мкм (Bradley et al., 2016). Увеличение размеров 

липидных гранул может происходить за счет их слияния (Walther, Farese, 

2009). На эмбрионах крупного рогатого скота показано уменьшение числа 

липидных гранул при культивировании in vitro в различных условиях до 

стадии бластоцисты (Ordonez-Leon et al., 2014), что может быть объяснено 

активным потреблением запасов энергетического субстрата в период 

развития. 

Существует видовая специфичность по количеству липидных гранул в 

ооцитах/эмбрионах и характеру их распределения по цитоплазме (Dunning et 

al., 2014). В исследовании с использованием красителя нильский красный и 

флуоресцентной микроскопии показано, что ооциты свиньи содержат в 2.4 

раза больше липидов, чем ооциты крупного рогатого скота, а также в 6.8 раза 

больше, чем ооциты мыши (Genicot et al., 2005). К видам с ооцитами и 

эмбрионами, богатыми липидами, относятся не только свинья, овца и крупный 

рогатый скот, но и различные представители отряда хищных (Reynaud et al., 

2006; Martins et al., 2009; Apparicio et al., 2012; Amstislavsky et al., 2019). 

Ооциты богатые липидами выглядят более темными при наблюдении в 

световой микроскоп, что связано с интенсивным рассеянием света на 

липидных гранулах (Amstislavsky et al., 2019). На рисунке 5 представлены 

эмбрионы трех видов млекопитающих с различным содержанием 

внутриклеточных липидов.  
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Рисунок 5. Эмбрионы с различным содержанием внутриклеточных 

липидов (по Amstislavsky et al., 2019). 

Примечание: (а) эмбрион крысы (Rattus norvegicus), (б) мыши (Mus 

musculus) и (в) домашней кошки (Felis silvestris catus). 

При помощи газовой хроматографии изучен количественный 

химический состав липидных гранул в ооцитах и преимплантационных 

эмбрионах у разных видов млекопитающих, в частности, мыши, крысы, 

кролика, свиньи, овцы, крупного рогатого скота, человека (см. Amstislavsky et 

al., 2019 в качестве обзора). Наибольшее количество липидов обнаружено в 

ооцитах свиньи по сравнению с другими изученными видами. 

Триацилглицерин является главной формой накопления нейтральных липидов 

внутри липидных гранул и их основным компонентом для всех изученных 

видов (Fujihira et al., 2004; Welte, Gould, 2017). Липидные гранулы незрелых 

ооцитов крупного рогатого скота содержат 57% триацилглицеринов, 16% 

фосфолипидов, 16% холестерина и 11% свободных жирных кислот (Kim et al., 

2001). Для других видов состав может меняться, например, у свиньи жирные 

кислоты составляют 35% от липидного состава ооцитов (Fujihira et al., 2004). 

Такого же рода исследования состава и общего количества липидов в 

ооцитах/эмбрионах кошачьих до сих пор проведено не было, однако, при 

помощи масс-спектрометрии показано, что в ооцитах кошек большое 

количество ненасыщенных жирных кислот, в частности ацильных остатков 

линолевой и олеиновой жирных кислот (Apparicio et al., 2012). Кроме того, 

методом спектроскопии комбинационного рассеяния света, показано, что 
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степень ненасыщенности липидов, т.е. соотношение числа ненасыщенных и 

насыщенных углеводородных цепочек, в ооцитах домашней кошки (Felis 

silvestris catus) довольно высока: выше, чем у свиньи, крупного рогатого скота, 

человека, кролика и овцы, и близка к значениям, полученным для ооцитов 

крыс и мышей (Okotrub et al., 2018; Amstislavsky et al., 2019).  

Пространственная локализация липидных гранул в цитоплазме клетки 

может отличаться в незрелых и зрелых ооцитах, а также зависеть от вида 

млекопитающего (Dunning et al., 2014). Так, в ооцитах свиней липидные 

гранулы расположены преимущественно на периферии (Sturmey et al., 2006), а 

в незрелых ооцитах мыши они распределены по цитоплазме равномерно 

(Dunning et al., 2014). В ходе созревания в ооцитах мышей происходит 

смещение липидных гранул ближе к центру (Wood et al., 2008; Dunning et al., 

2014). При созревании ооцитов собаки также показано различное 

распределение липидных гранул в цитоплазме (Ariu et al., 2016). Интересно, 

что развитие ооцитов, богатых липидами, в частности, развитие ооцитов 

крупного рогатого скота, в большей степени зависит от β-окисления, и, 

соответственно, преимущественным энергетическим субстратом для них 

являются липиды, в то время как ооциты с низким содержанием 

внутриклеточных липидов, в частности у мышей и человека, предпочитают 

пируват в качестве основного источника энергии, а метаболизм липидов у них 

довольно низкий (см. обзор Bradley and Swann, 2019). 

Как следует из описания липиды могут занимать довольно большую 

часть клетки и играют весомую роль в ее жизнедеятельности, кроме того 

липиды могут оказывать влияние на результат криоконсервации клеток. Далее 

будет приведено сравнение замораживания ооцитов и эмбрионов с различным 

составом внутриклеточных липидов.  



42 

 

1.3. Криоконсервация ооцитов и эмбрионов как подход к 

сохранению генетических ресурсов млекопитающих 

Создание криобанков гамет, эмбрионов и соматических клеток 

различных видов млекопитающих позволяет сохранить генетическое 

разнообразие находящихся под угрозой исчезновения популяций и, наряду с 

сохранением живых особей, позволяет в наиболее полной мере осуществлять 

сохранение генетических ресурсов (Holt et al., 2008). В некоторых популяциях 

потеря всего одной особи приводит к серьезному сокращению и без того 

ограниченного генофонда, а сохранение его генетического материала 

предотвращает потерю бесценных генов. Кроме того, гаметы и соматические 

клетки, полученные от одной особи, можно использовать в течение многих лет 

после ее смерти. Криоконсервация репродуктивных клеток различных видов 

млекопитающих открывает возможности для успешного отсроченного 

экстракорпорального оплодотворения или клонирования редких животных 

(Kochan et al., 2019). В основном методы криобиологии сосредоточены на 

сохранении сперматозоидов (Luther et al., 2017; Thuwanut et al., 2017; Vansandt 

et al., 2018; Brusentsev et al., 2018), ооцитов (Fernandez-Gonzalez&Jewgenow 

2017; Nowak et al., 2019), соматических клеткок (Gomez et al., 2008; Moro et al., 

2015) и преимплантационных эмбрионов (Conforti et al., 2008; Pope et al., 

2012b; Mokrousova et al., 2020b). В данной главе более подробно будут 

рассмотрены методы криоконсервации, процессы, происходящие внутри 

клеток в ходе замораживания, проблемы криоконсервации ооцитов и 

эмбрионов млекопитающих с акцентом на домашнюю кошку, так как именно 

она является объектом исследования данной диссертационной работы. 

1.3.1. Описание методов криоконсервации 

В процессе замораживания клеток существует высокая вероятность их 

повреждения; двухфакторная гипотеза Питера Мейзура является 
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классическим описанием зависимости рисков для клеток от скорости 

охлаждения (Mazur et al., 1972; Mazur, 1990): 1) при слишком медленном 

охлаждении при постепенном переходе воды из жидкой фазы в твердую 

происходит увеличение концентрации растворенных солей, что может 

привести к осмотическому шоку и, соответственно, гибели клетки; 2) при 

слишком быстром охлаждении происходит образование слишком больших 

кристаллов льда внутри клеток и его дальнейшая рекристаллизация после 

оттаивания, что приводит к механическому повреждению клеточных мембран, 

и, следовательно, необратимого разрушения структуры клетки. 

Чтобы снизить вероятность криоповреждений в протоколах 

криоконсервации применяют криопротекторы (Elliott et al., 2017), основное 

действие которых направлено на снижение концентрации электролитов 

(Lovelock et al., 1953), а также на предотвращение образования кристаллов 

льда за счет формирования водородных связей с молекулами воды (Best, 2015). 

Однако, криопротекторы обладают цитотоксичностью, и с повышением их 

концентрации возрастает вероятность гибели клеток (Luvoni, Pellizzari 2000; 

Kasai, 2002).  

Криопротекторы разделяют на проникающие, наиболее известными из 

которых являются диметилсульфоксид (ДМСО), пропиленгликоль (ПГ), 

этиленгликоль (ЭГ) и глицерин, а также непроникающие (сахароза, 

раффиноза, трегалоза, фруктоза и другие) (Shaw, Jones, 2003; Амстиславский 

и др., 2021).  

Криоконсервация клеток стала довольно рутинной процедурой в 

медицине и биологии, однако совершенствование протоколов замораживания 

все еще остается важной задачей (Bojic et al., 2021). В настоящее время 

существует два подхода криоконсервации гамет и эмбрионов 

млекопитающих: медленное замораживание, когда жидкая фаза воды 

переходит в твердую (кристаллическую), и витрификация, когда происходит 

стеклование образца без образования льда (Shaw, Jones, 2003; Bojic et al., 
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2021). Из двухфакторной гипотезы Питера Мейзура следует, что существует 

оптимальная для каждого типа клеток и биологических образцов скорость 

охлаждения с точки зрения выживания клеток (Mazur et al., 1972; Mazur, 1990). 

В процессе медленного замораживания, которое контролируется 

программным обеспечением, происходит постепенное снижение температуры 

приблизительно на 0.3 - 2ºС/мин. для того, чтобы вода успела покинуть клетки, 

и не произошло образование внутриклеточного льда. При этом используются 

криопротекторы с низкой концентрацией (1-2 М), которые проникают в клетки 

и препятствуют образованию льда, снижая температуру фазового перехода 

воды (Rall et al., 1985; Gomez et al., 2003; Shaw, Jones, 2003; Bojic et al., 2021). 

По достижении определенной температуры (для ооцитов и эмбрионов 

млекопитающих обычно это температура составляет -6°С или -7°С) образец 

выдерживают 5 - 10 мин.; и в ходе этого термостатирования индуцируют 

кристаллизацию льда внутри носителя, содержащего замораживаемый 

образец – сидинг (англ. seeding) (Luvoni, Pellizzari, 2000; Leibo, Songsasen, 

2002; Gomez et al., 2003). Вода, содержащаяся в растворе криопротектора 

окружающего замораживаемые объекты, начинает превращаться в лед, что 

приводит к выходу воды из клеток биологического образца. После сидинга 

наступает второй этап: более медленное охлаждение замораживаемого 

объекта. На этом этапе температура снижается обычно на 0.3°С/мин. до 

температуры -30°С или 40°С (Luvoni, Pellizzari, 2000; Leibo, Songsasen, 2002; 

Gomez et al., 2003). С понижением температуры вода в окружающем 

замораживаемый образец растворе все больше начинает переходить в лед, а 

клетки охлаждаемого образца все более обезвоживаются, и происходит 

существенное повышение концентрации криопротектора в том растворе, 

который все еще остается в жидкой фазе (Mazur, 1970). В этом 

концентрированном растворе начинает образовываться аморфная фаза 

(Jochem, Körber, 1987; Mazur,1990; Жмакин, 2008). Кристаллы льда внутри 

клеток, как показали эксперименты, образуются при существенно более 
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низких температурах, чем вне клеток (Rall et al., 1985; Mazur, 1990). Быстрое 

завершение медленного охлаждения происходит путем погружения соломин с 

биоматериалом в жидкий азот (plunging). При этом внутриклеточные 

кристаллы льда образуются, но они настолько малы, что не могут существенно 

повредить клетки (Willadsen, 1977; Shaw, Jones, 2003). 

Витрификация – альтернативный способ криоконсервации, при котором 

происходит стеклование объекта, т.е. переход в аморфную фазу при высоких 

скоростях охлаждения – более 500°С/мин. При проведении витрификации 

используют те же самые криопротекторы, что и при программном 

замораживании, но в концентрации от 4 до 7 М. Скорость оттаивания образцов 

также очень важна, так как этот процесс может вызывать рекристаллизацию 

льда, который может повредить клетки на этапе отогрева (Seki, Mazur, 2009; 

Bojic et al., 2021). Оттаивание, как и охлаждение, бывает двух типов: 

медленное и быстрое. Если образец был заморожен медленно, то оттаивание 

рекомендовано производить медленно, при быстром же способе 

замораживания рекомендовано и сравнительно быстрое оттаивание (Mazur, 

1990). Например, скорость отогрева 300°С/мин. и выше после витрификации 

эмбрионов млекопитающих была существенно эффективнее по сравнению с 

медленным оттаиванием со скоростью 10°С/мин. (Shaw, Jones, 2003). При 

медленном охлаждении оптимальная скорость оттаивания составляет 

20°С/мин. (Whittingham et al., 1972; Амстиславский и др., 2015).  

Как сказано выше, помимо кристаллов льда и токсичности 

криопротекторов, источником повреждения клеток в процессе замораживания 

могут стать внутриклеточные липиды, которые претерпевают фазовый 

переход. В следующем разделе будут описаны особенности фазовых 

переходов липидов.  
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1.3.2. Фазовые переходы липидов при замораживании ооцитов и 

преимплантационных эмбрионов 

Фосфолипиды – являются основным компонентом клеточных мембран; 

длина углеводородной цепочки жирных кислот, наличие и число двойных 

связей влияют на свойства мембран (Stubbs and Smith, 1984; Arav et al., 2000; 

Casares et al., 2019). Высокая концентрация холестерина и полиненасыщенных 

жирных кислот делает мембраны более текучими, что снижает их 

чувствительность к криоповреждениям (Quinn, 1985; White, 1993; Zeron et al., 

2002). Состав мембранных липидов является индикатором изменений в 

текучести мембраны, которая зависит от состава фосфолипидов, степени 

ненасыщенности, уровня холестерина и наличия белков (Giraud et al., 2000). 

Поскольку снижение температуры приводит к потере тепловой энергии, 

понижается движение молекул в мембранном бислое липидов, что позволяет 

соседним липидным молекулам взаимодействовать, тем самым изменяя 

текучесть и, следовательно, функционирование мембраны.  

Для описания фазового состояния липидов используют два параметра. 

Первый – упорядоченность ацильной цепи, который относится к числу 

конформаций Гоше в углеводородной цепи (Pink et al., 1980). Второй – 

относится к трансляционному порядку в расположении молекул липидов. В 

однокомпонентной липидной системе эти параметры порядка изменяются 

согласованным образом. В случае смесей липидов они могут быть 

независимыми, и становятся возможными промежуточные фазовые 

состояния, такие как жидкостно-упорядоченное состояние. В таком состоянии 

липидные ацильные цепи находятся в упорядоченном конформационном 

состоянии, но молекулы расположены беспорядочно, как и в жидком 

состоянии (Quinn, Wolf, 2009; Phillips et al., 1969). Биологические липидные 

структуры состоят из многокомпонентных липидных смесей. В результате 

описание фазового перехода усложняется. Может наблюдаться 
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одновременное сосуществование нескольких фаз (Rappolt et al., 2003). В 

процессе замораживания фосфолипиды трансформируются из 

неупорядоченного состояния с высокой вращательной и латеральной 

подвижностью в более упорядоченное, с ограниченной подвижностью (Ghetler 

et al., 2005). Помимо плазматической фосфолипидной мембраны в клетке 

содержатся липидные гранулы, которые состоят из монослоя фосфолипидов, 

триглицеридов и холестеринов. 

На сегодняшний момент существуют трудности с успешной 

криоконсервацией эмбрионов и ооцитов, богатых липидами (Amstislavsky et 

al., 2019). Так как механизмы криоповреждений, связанные с обилием 

липидных гранул не изучены, это является предметом интенсивных 

исследований криобиологов (Borges, Vireque, 2019; Idrissi et al., 2021, 2022; 

Igonina et al., 2021). Эти исследования свидетельствуют о том, что существуют 

другие механизмы повреждения клеток при их охлаждении (помимо тех, 

которые связаны с фазовыми переходами воды); эти механизмы связаны со 

свойствами липидных структур в клетках. Несмотря на то, что эти механизмы 

до конца не изучены, считается, что фазовые переходы липидов (ФПЛ) во 

многом ответственны за эти повреждения. Температура начала фазового 

перехода липидов (T*) взаимосвязана с повреждением клеток в процессе 

криоконсервации (Ghetler et al., 2005). Большое внимание уделяется 

исследованию низкотемпературных повреждений, связанных с мембранами 

(Quinn, 1985; Giugliarelli et al., 2016). Охлаждение клетки приводит к ФПЛ, 

которые изменяют свойства мембран: функционирование мембранных белков 

(van Meer et al., 2008), пространственное распределение липидов (Quinn, 1985) 

и мембранный транспорт (Elamrani et al., 1983). 
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1.3.3. Эффективность криоконсервации ооцитов и эмбрионов с 

различным содержанием внутриклеточных липидов 

1.3.3.1. Сравнение эффективности криоконсервации ооцитов 

млекопитающих с различным составом внутриклеточных липидов 

Ооциты являются достаточно сложным объектом для замораживания, 

так как существует высокая вероятность повреждения аппарата веретена 

деления, блестящей оболочки и ДНК (Iussig et al., 2019). Кроме того, стадия 

развития ооцитов также имеет большое значение в процессе криоконсервации. 

До сих пор дискуссия о том, какая стадия развития ооцитов оптимальна для 

криоконсервации, остается открытой (Yurchuk, 2021).  

Чаще всего для криоконсервации ооцитов применяют витрификацию. 

Эффективность витрификации зрелых ооцитов мышей, общее количество 

внутриклеточных липидов в которых равняется 3.83 нг на клетку, составляет 

80-95% по числу эмбрионов, полученных в результате ЭКО, и 35-45% по числу 

родивших потомков после трансплантации таких эмбрионов (Nakagata et al., 

2013). В другом исследовании эффективность витрификации зрелых ооцитов 

мышей составила 70-90% по числу дробящихся эмбрионов (Karami et al., 

2017). Что касается ооцитов с большим содержанием внутриклеточных 

липидов, то эффективность их криоконсервации значительно ниже по 

сравнению с мышами. Например, при витрификации ооцитов крупного 

рогатого скота, которые содержат приблизительно 63 нг липидов, процент 

жизнеспособных ооцитов после отогрева равен 56% и 27%, соответственно, 

для незрелых и зрелых стадий развития. После оплодотворения таких ооцитов 

процент дробящихся эмбрионов составил 11 и 12%, причем эмбрионы не 

достигали стадии бластоцисты (Bulgarelli et al., 2017). Однако 

разрабатываются методики, повышающие эффективность криоконсервации 

ооцитов крупного рогатого скота, основанные, в частности, на воздействии 

цитопротекторных соединений in vitro (Кузьмина и др., 2020). В ооцитах 
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свиней содержится примерно 161 нг липидов, их криоконсервация долгое 

время была безуспешной (Zhou, Li, 2009). Между тем, недавно удалось 

достичь существенного прогресса в витрификации ооцитов свиней: в работе 

Ву с соавторами (2017) показано, что после отогрева незрелых ооцитов, 

подвергнутых витрификации, 84-90% из них достигают стадии MII, и процент 

дробления составляет 45-70% после оплодотворения, при чем 9-26% из них 

достигают стадии бластоцисты (Wu et al., 2017). Эти данные указывают на то, 

что эффективность криоконсервации ооцитов млекопитающих зависит не 

только от общего количества внутриклеточных липидов, но также и от их 

качественного состава. 

Эффективность замораживания ооцитов кошачьих, которые также 

богаты внутриклеточными липидами, не высока. Использование смесей 

криопротекторов с содержанием высоких концентраций в разном 

соотношении ЭГ, ДМСО, фиколла, трегалозы, декстрана или сахарозы для 

витрификации незрелых ооцитов приводит к дозреванию 10-40% ооцитов, из 

которых после применения ИКСИ лишь 20-30% развиваются в эмбрионы 

(Fernandez-Gonzalez & Jewgenow, 2017). В другом исследовании применяли не 

ИКСИ, а ЭКО после дозревания незрелых ооцитов домашней кошки, 

подвергавшихся витрификации, при этом 15-18% стали дробиться, из них 2-

6% продолжили развитие до стадии морул/бластоцист (Colombo et al., 2019). 

Было показано, что витрификация является триггером для активации маркеров 

апоптоза, а именно увеличивается фрагментация ДНК и активность каспаз 

после отогрева и дозревания ооцитов в течение 24 ч по сравнению со свежими 

ооцитами (Colombo et al., 2020). Незрелые ооциты на стадии GV считают более 

криотолерантными (Shaw et al., 2000) ввиду организации их ядра по сравнению 

с ооцитами на стадии MII. Однако Совинска c соавторами (2020) показали, что 

витрификация зрелых ооцитов приводит к большему проценту подходящих 

для ИКСИ гамет. Для ооцитов кошачьих программное замораживание 

применяют реже, чем витрификацию. Эффективность программного 
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замораживания ооцитов домашней кошки с использованием различных 

криопротекторов остается невысокой. Например, оплодотворение in vitro 

ооцитов, замороженных в 1.5 М ДМСО, привело к 12.8% и 14.1% 

эффективности ЭКО для незрелых и зрелых ооцитов, соответственно, однако 

ни один из полученных эмбрионов не продвинулся дальше 8ми клеточной 

стадии (Luvoni, Pellizzari, 2000). Более эффективным криопротектором 

оказался 1.5 М этиленгликоль. После криоконсервации зрелых ооцитов с 

использованием этого криопротектора и последующего ЭКО 38.7% эмбрионов 

стало дробиться, причем 11.3% из них продвинулись далее 8ми клеточной 

стадии. Для незрелых ооцитов эти проценты оказались гораздо ниже (Luvoni, 

Pellizzari, 2000). 

Что касается эффективности криоконсервации ооцитов диких видов 

кошачьих, то она является предметом постоянных исследований, так как 

эффективность замораживания или витрификации ооцитов остается низкой. 

Витрификация ооцитов сервала (Leptailurus serval) и манула (Otocolobus 

manul) показала довольно неплохой результат жизнеспособности ооцитов (60 

и 70%) по результатам окрашивания флуресцеин диацетатом и бромистым 

этидием (Nowak et al., 2019). При этом, однако, следует иметь в виду, что 

окрашивание флуресцеин диацитатом, в случае кошачьих, может приводить к 

ложноположительным результатам, и к этим цифрам следует относиться с 

осторожностью. Незрелые ооциты льва (Panthera leo) были витрифицированы 

в смеси этиленгликоля и ДМСО с использованием Cryotop в качестве носителя 

(Zahmel et al., 2021). Созревание ооцитов после криоконсервации, отогрева и 

IVM в течение 24 ч составило 49.2%. Оплодотворение этих ооцитов методом 

ИКСИ привело к дроблению эмбрионов, которое остановилось на стадии 4х 

клеток. Эффективность оплодотворения составила 24%. 

В настоящее время имеется лишь две работы, в которых сообщается о 

рождении живых котят после витрификации ооцитов домашней кошки (Pope 

et al., 2012b; Galiguis et al. 2014), и это наглядно иллюстрирует тот факт, что 
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криоконсервация богатых липидами ооцитов кошачьих является серьезной 

проблемой. Поэтому поиск новых протоколов и повышение эффективности 

криоконсервации, особенно в случае ооцитов, полученных от ценных видов 

кошачьих, остается актуальным. 

1.3.3.2. Особенности криоконсервации преимплантационных 

эмбрионов с различным составом внутриклеточных липидов 

Эффективность витрификации эмбрионов мышей составляет 84-90% по 

числу образованных бластоцист в результате культивирования in vitro и 50% 

по числу рожденных потомков (Mochida et al., 2011). После программного 

замораживания эмбрионов мышей процент развития до стадии бластоцисты in 

vitro составляет 70% (Igonina et al., 2021). Процент хэтчинга (освобождение от 

блестящей оболочки перед имплантацией) in vitro у эмбрионов крупного 

рогатого скота после витрификации составляет 46-67%, а процент отелов 

равен 40-65% (Martinez et al., 2002). После программного замораживания 

эмбрионов крупного рогатого скота, их оттаивания и культивирования in vitro, 

процент бластоцист составил 27-38% (Stoecklein et al., 2021). Выживаемость 

эмбрионов свиней после витрификации весьма высока: 51-94% эмбрионов 

достигают хэтчинга, и эффективность трансплантаций составила почти 30% 

по числу рожденных поросят (Cuello et al., 2016). Программное замораживание 

эмбрионов свиньи остается неэффективным, и только лишь при механическом 

удалении липидов процент развития эмбрионов in vitro повышается до 31-64% 

по числу бластоцист (Nagashima et al., 1995). Таким образом, эффективность 

замораживания эмбрионов также, как и в случае ооцитов, может зависеть как 

от количественного, так и от качественного состава липидов. Также большое 

значение имеет способ криоконсервации: анализ литературы показал, что 

витрификация более эффективна для эмбрионов, чем программное 

замораживание. Однако для сохранения эмбрионов кошачьих гораздо чаще 

применяют программное замораживание. Ранняя работа по сравнению 
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эффективности двух способов криоконсервации эмбрионов домашней кошки 

(Pedersen et al., 2008) показала, что программное замораживание дает более 

высокий процент бластоцист после оттаивания и культивирования in vitro по 

сравнению с витрификацией. В другой работе, которая выполнена недавно, не 

обнаружено различий по эффективности программного замораживания и 

витрификации (Mokrousova et al., 2020b). В данном исследовании 

эффективность криоконсервации эмбрионов кошки также оценивалась по их 

способности к развитию in vitro после криоконсервации. 

Для витрификации также, как и для программного замораживания, в 

качестве криопротекторов применяют ДМСО, этиленгликоль, 

пропиленгликоль, сахарозу, декстран (Pedersen et al., 2008; Pope et al., 2012b; 

Mokrousova et al., 2020b). Эффективность витрификации кошачьих эмбрионов 

составляет 22-29% по числу бластоцист, образованных после оттаивания 

(Pedersen et al., 2008; Pope et al., 2012а; Mokrousova et al., 2020b). Однако 

трансплантация эмбрионов после витрификации показала, что постнатальная 

смертность чрезвычайно высока – выживает лишь 20% рожденных котят; при 

этом выживают все котята (100%), рожденные после трансплантации 

эмбрионов, подвергавшихся программному замораживанию (Pope et al., 

2012а). Именно высокий уровень смертности котят после применения 

витрификации, видимо, является причиной того, все успешные работы по 

получению потомства после криоконсервации эмбрионов диких видов 

кошачьих выполнены с применением программного замораживания (Conforti 

et al., 2008; Pope et al., 2012а; Pope, 2014). Наиболее вероятным объяснением 

высокой постнатальной смертности в случае витрификации эмбрионов 

кошачьих является то, что при витрификации эмбрионы подвергаются 

воздействию существенно более высоких концентраций криопротекторов, чем 

при программном замораживании. Именно высокие концентрации 

криопротекторов являются, по каким-то причинам, особенно токсичными в 

отношении эмбрионов кошачьих, и могут приводить к их гибели, в том числе 
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и на более поздних стадиях развития. Данное предположение нуждается в 

экспериментальной проверке.  

Программное замораживание преимплантационных эмбрионов 

домашней кошки проводится с использованием таких криопротекторов, как 

глицерин (Dresser et al., 1988), этиленгликоль (Swanson et al., 1999), 

пропиленгликоль (Pope et al., 1994; Gomez et al., 2003). В работе Гомец с 

соавторами (Gomez et al., 2003) описана криоконсервация 

преимплантационных эмбрионов на разных стадиях дробления (4-8 

клеточные, ранние морулы и морулы). Было показано, что стадия развития не 

влияет на эффективность замораживания эмбрионов, т.к. процент бластоцист, 

образованных после оттаивания и культивирования для трех групп составляет 

53-63% (Gomez et al., 2003). Однако эффективность трансплантаций 

оттаянных эмбрионов является довольно низкой: родилось только два живых 

котенка из 122 трансплантированных эмбрионов, замороженных на стадии 

морулы (Gomez et al., 2003). В других работах, где используют тот же самый 

протокол замораживания в отношении эмбрионов домашней кошки, 

эффективность криоконсервации по числу образовавшихся бластоцист после 

оттаивания и культивирования составляет примерно 20-40% (Pedersen et al., 

2009; Pope et al., 2012а; Mokrousova et al., 2020b), а частота рождения котят 

трансплантации после эмбрионов составляет 22% (Pope et al., 2012а). 

Были предприняты попытки криоконсервация эмбрионов нескольких 

диких видов кошачьих (Сrichton et al., 2003; Conforti et al., 2008; Pope et al., 

2012а). Эмбрионы каракала (Caracal caracal) были заморожены и оттаяны на 

5й день развития (Pope et al., 2006а); при этом был использован протокол 

охлаждения тот же самый как в цитированной выше работе Гомец с 

соавторами (Gomez et al., 2003). После оттаивания и культивирования in vitro 

в общей сложности 109 эмбрионов были трансплантированы 9 реципиентам. 

У трех из девяти реципиентов подтверждена беременность, в итоге родились 

три котенка каракала (Pope et al., 2006а). Несмотря на то, что чаще используют 
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программное замораживание, витрификация 2х-4х клеточных эмбрионов 

Амурского тигра (Panthera tigris altaica) оказалась более эффективной. 

Развитие эмбрионов в течение 24 ч после отогрева составило 46%, в то время 

как после программного замораживания не наблюдалось дробления 

бластомеров ни в одном из случаев (Сrichton et al., 2003); между тем, в данной 

работе не было произведено трансплантации эмбрионов, таким образом, 

сложно сделать однозначные выводы из этой работы. Эмбрионы оцелота 

(Leopardus pardalis mitis) были криоконсервированы при помощи 

программного замораживания в этиленгликоле, а затем оттаяны и 

трансплантированы самкам-реципиентам. В результате достигнута 

беременность у 33.3% самок (у трех из девяти самок). Эффективность 

трансплантации по проценту рожденных котят составила 12.5%, т.е. родилось 

три котенка из 24х трансплантированных эмбрионов (Conforti et al., 2008). 

Эффективность программного замораживания 2х клеточных эмбрионов 

черноногой кошки по упомянутому выше протоколу Гомец с соавторами 

составила 14% по числу рожденных котят после оттаивания и 

эмбриотрансфера этих эмбрионов самкам-реципиентам домашней кошки 

(Pope et al., 2012а). Приведенные в этом разделе данные свидетельствуют о 

весьма невысокой эффективности криоконсервации эмбрионов и ооцитов 

кошачьих. Таким образом, криобиологические исследования, направленные 

на улучшение этих показателей, являются актуальными. 

1.4. Способы воздействия на состав внутриклеточных липидов с 

целью улучшения результатов криоконсервации ооцитов и 

преимплантационных эмбрионов млекопитающих 

Изучение роли липидов в криоустойчивости репродуктивных клеток 

при их криоконсервации является важной фундаментальной проблемой 

современной криобиологии (Amstislavsky et al., 2019; Брусенцев и др., 2019; 

Igonina et al., 2021; Idrissi et al., 2021, 2022; Брусенцев и др., 2022). 
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Цитоплазматические мембраны клеток и липидные гранулы негативно 

реагируют на понижение температуры, особенно это заметно на ооцитах и 

преимплантационных эмбрионах различных видов млекопитающих богатых 

липидами (Horvath, Seidel, 2006; Pereira, Marques, 2008). Изучение 

механизмов, лежащих в основе такой повышенной криочувствительности, 

является важной задачей (Amstislavsky et al., 2019; Idrissi et al., 2021, 2022). 

Существует две основные стратегии влияния на липидный состав клеток для 

повышения их криоустойчивости: 1) уменьшение общего количества 

внутриклеточных липидов и 2) модификация состава липидных гранул с 

целью смягчения эффектов ФПЛ (Amstislavsky et al., 2019). Первый подход 

реализуют за счет частичного удаления липидных гранул при помощи 

делипидизации, которая бывает двух типов: физической и химической 

(Nagashima et al., 1995; Men et al., 2006; Paschoal et al., 2014; Amstislavsky et al., 

2019; Oliveira et al., 2022). При физической делипидизации проводят 

поляризацию липидов в клетках путем центрифугирования, а затем удаляют 

их при помощи микроманипулятора; используя этот подход, удалось впервые 

достигнуть существенного прогресса в криоконсервации эмбрионов свиньи, 

которая известна обилием внутриклеточных липидов в ооцитах и 

преимплантационных эмбрионах (Nagashima et al., 1995). Выживаемость 

после криоконсервации была гораздо выше у делипидизированных 

дробящихся эмбрионов свиньи, чем у интактных (Nagashima et al., 1995). При 

химической делипидизации проводят модуляцию метаболизма липидов при 

помощи воздействия на клетки различными соединениями, в частности, 

дитерпеновым алкалоидом форсколином (Men et al., 2006; Paschoal et al., 2014; 

Oliveira et al., 2022). При этом есть данные о том, что форсколин снижает 

общее содержание внутриклеточных липидов и повышает выживаемость 

эмбрионов свиньи после процедур криоконсервации (Men et al., 2006). Второй 

способ основан на том, что с помощью экспериментальных воздействий на 

эмбрионы добиваются снижения T*, которая зависит от степени 
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ненасыщенности липидов, что повышает устойчивость репродуктивных 

клеток при криоконсервации (Zeron et al., 2002; Igonina et al., 2021). Реализуют 

данную стратегию двумя способами: 1) при помощи диеты (Zeron et al., 2002) 

и 2) благодаря добавлению различных липофильных компонентов при 

дозревании ооцитов и культивировании эмбрионов in vitro (Horvath, Seidel, 

2006; Accorsi et al., 2016; Dias et al., 2020; Igonina et al., 2021; Брусенцев и др., 

2022). Попытка модификации in vivo содержания липидов в ооцитах у 

животных, получавших специализированные диеты, была предпринята на 

овцах (Zeron et al., 2002). Было показано, что диета, богатая 

полиненасыщенными жирными кислотами, сохраняет целостность мембран 

незрелых ооцитов при охлаждении и снижает T* (Zeron et al., 2002). 

Инкубирование ооцитов крупного рогатого скота с метил-бета-

циклодекстрином, обогащенным холестерином in vitro, увеличивало скорость 

их дробления после криоконсервации и отогрева (Horvath, Seidel, 2006). 

Примечательно, что высокая концентрация холестерина в клеточных 

мембранах снижает чувствительность клеток к охлаждению, повышая их 

криоустойчивость (Horvath, Seidel, 2006). Холестерин из бета-циклодекстрина 

легко проникает в клетки кумулюса и в ооциты и повышает их выживаемость 

при витрификации (Horvath, Seidel, 2006). Добавление различных жирных 

кислот в культуральные среды для ооцитов и эмбрионов различных 

млекопитающих способно изменять состав их внутриклеточных липидов и 

оказывать влияние на эффективность криоконсервации и T* (Lapa et al., 2011; 

Aardema et al., 2011; Accorsi et al., 2016; Dias et al., 2020; Igonina et al., 2021). 

Поэтому модификация состава липидных гранул, в частности с помощью 

насыщенных и ненасыщенных жирных кислот, является перспективным 

подходом для изменения T* и уменьшения повреждения клеток при 

криоконсервации. Между тем, в отношении кошачьих данный подход до 

нашей работы не применяли. Подробнее влияние жирных кислот на ооциты и 

эмбрионы in vitro будут рассмотрены ниже. 
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1.4.1. Влияние линолевой и стеариновой кислот на ооциты и 

преимлантационные эмбрионы млекопитающих 

1.4.1.1. Транспорт жирных кислот в клетки и их роль в процессе 

развития ооцитов и преимплантационных эмбрионов млекопитающих 

Жирные кислоты не растворимы в воде, поэтому для их переноса в 

клетки требуется специальный транспортер. Альбумины, в том числе бычий 

сывороточный альбумин (БСА), могут выполнять эту функцию, связывая 

такие небольшие гидрофобные молекулы, как жирные кислоты (Alsabeeh et al., 

2018). Молекула БСА имеет 6-7 сайтов связывания для транспортируемых 

молекул (Alsabeeh et al., 2018). Поэтому, для того, чтобы жирная кислота 

смогла проникнуть в клетку, ее добавляют в культуральные среды в комплексе 

с БСА.  

Предполагается, что транспорт жирных кислот через плазматическую 

мембрану клетки регулируется транслоказой жирных кислот – 

трансмембранным гликопротеином CD36, который относится к 

суперсемейству scavenger receptors (Glatz and Luiken, 2018). Рецептор CD36 

состоит из двух трансмембранных доменов, одного внеклеточного и 

внутриклеточных амино- и карбоксильного концов. Вне клетки CD36 

функционирует как акцептор жирных кислот в области липидного рафта. 

Полярная карбоксильная часть жирной кислоты перемещается через 

биполярный слой мембраны и внутри клетки взаимодействует с 

цитоплазматическим белком, связывающим жирные кислоты – fatty acid-

binding protein (FABP). На внутриклеточной стороне CD36 также может 

способствовать транспорту жирных кислот, предоставляя сайт стыковки для 

FABP или для ферментов, влияющих на жирные кислоты, таких как ацил-КоА-

синтетаза (Glatz and Luiken, 2018). Последняя катализирует реакцию между 

жирными кислотами и КоА формируя ацил-КоА, необходимый для β-

окисления и формирования липидных гранул. Для β-окисления ацил-КоА 
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транспортируется внутрь митохондрий для продукции АТФ (Dunning et al., 

2014), в то время как в эндоплазматическом ретикулуме (ЭПР) ацил-КоА и 

глицерин используются для формирования триглицеридов (Guo et al., 2009). 

Липиды, синтезируемые в ЭПР, формируют липидные гранулы. Ферменты, 

необходимые для синтеза триглицеридов обнаружены не только в ЭПР, но и 

на поверхности липидных гранул, что указывает на то, что они формируются 

и липидными гранулами (Wilfling et al., 2013). Таким образом, поглощение 

клеткой жирных кислот представляет собой сложный процесс, затрагивающий 

активность трансмембранных и цитоплазматических белков. 

Жирные кислоты играют важную роль в процессе развития ооцитов и 

преимплантационных эмбрионов млекопитающих (McKeegan, Sturmey, 2011; 

Dunning et al., 2014; Amstislavsky et al., 2019). Наиболее распространенными 

для ооцитов и эмбрионов млекопитающих являются пальмитиновая, 

олеиновая, стеариновая и арахидоновая кислоты (Dunning et al., 2014; 

Amstislavsky et al., 2019). Добавление различных жирных кислот в 

культуральные среды оказывает либо положительный, либо негативный 

эффект на развитие ооцитов или эмбрионов. Например, линоленовая, 

олеиновая и линолевая кислоты оказывали позитивный эффект на созревание 

ооцитов крупного рогатого скота in vitro и на развитие дробящихся эмбрионов 

и бластоцист (Marei et al., 2010; Aardema et al., 2011; Fayezi et al., 2018; 

Karasahin, 2019). Арахидоновая, стеариновая и пальмитиновая кислоты, 

наоборот, были токсичными и приводили к угнетению развития эмбрионов 

(Leroy et al. 2005; Aardema et al., 2011).  

В данной работе подробнее будет рассмотрена ненасыщенная линолевая 

кислота, так как она имеет достаточно низкую температуру фазового перехода 

(-5ºС) и способна увеличивать текучесть клеточных мембран (Schmitz, Ecker, 

2008), что может объяснить ее положительное влияние на криоконсервацию 

клеток. В работе также будет рассмотрено влияние на жизнеспособность 

ооцитов и эмбрионов до и после криоконсервации насыщенной стеариновой 
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кислоты, которая, напротив, имеет довольно высокую температуру фазового 

перехода (69.6ºС). 

1.4.1.2. Линолевая кислота и ее роль в развитии ооцитов и 

эмбрионов млекопитающих  

Линолевая кислота (ЛК) является незаменимой полиненасыщенной 

жирной кислотой и имеет в углеродном скелете две двойные связи (С18:2ω6). 

Как и другие жирные кислоты ЛК является источником энергии в клетке, 

может быть этерифицирована в форму триглицеридов фосфолипидов, эфиров 

холестерола (Whelan and Fritsche, 2013). Как часть мембранных 

фосфолипидов, ЛК функционирует как структурный компонент клетки для 

поддержания текучести мембран (Whelan and Fritsche, 2013).  

В ооцитах различных видов млекопитающих содержится от 1.5 до 18% 

ЛК (Amstislavsky et al., 2019). В исследовательских работах ЛК и ее изомеры 

активно используют для модификации липидного состава ооцитов и 

преимплантационных эмбрионов различных видов млекопитающих. При 

дозревании ооцитов и культивировании преимплантационных эмбрионов 

млекопитающих in vitro добавление в питательную среду ЛК или ее изомеров 

оказывает различное влияние на их развитие в зависимости от вида животного 

(Marei et al., 2010; Lapa et al., 2011; Amini et al., 2016; Accorsi et al., 2016; 

Carvalho et al., 2019; Dias et al., 2020; Igonina et al.,2021). Добавление ЛК в 

культуральную среду с КОК крупного рогатого скота приводило к зависимому 

от дозы ингибированию роста клеток кумулюса и тормозило развитие ооцитов 

до стадии метафазы II (MII). Авторы также наблюдали снижение процента 

дробящихся эмбрионов и эмбрионов, достигнувших стадии бластоцисты, 

полученных из ооцитов, дозревавших в среде с ЛК (Marei et al., 2010). Авторы 

указывают на то, что добавление ЛК в культуральную среду изменяет 

молекулярные механизмы, регулирующие созревание ооцитов (Marei et al., 

2010). Они наблюдали, что в среде с добавлением ЛК происходит повышение 
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концентрации простагландина E2, снижение внутриклеточного цАМФ и 

фосфорилирования митоген-активируемой протеинкиназы 1 и протеинкиназы 

B (Marei et al., 2010). Похожий дозозависимый эффект был 

продемонстрирован на ооцитах и эмбрионах овец (Amini et al., 2016). Авторы 

связали такие результаты с повышением экспрессии генов, ассоциированных 

с активацией апоптоза (Amini et al., 2016). В работе Диас с соавт. (Dias et al., 

2020) наблюдали снижение числа бластоцист крупного рогатого скота после 

воздействия конъюгированного изомера линолевой кислоты (КЛК) in vitro без 

изменения экспрессии генов, ассоциированных с апоптозом. Особняком стоит 

работа, где показан положительный эффект ЛК на развитие эмбрионов 

млекопитающих. Лапа с соавторами (2011) показали, что добавление КЛК в 

среду улучшает способность ооцитов крупного рогатого скота развиваться в 

эмбрионы высокого качества (Lapa et al., 2011), объясняя это изменением 

метаболизма липидов после воздействия ненасыщенной жирной кислотой in 

vitro.  

Помимо влияния на жизнеспособность и развитие ооцитов/эмбрионов в 

процессе культивирования in vitro, также исследуют воздействие ЛК на 

эффективность криоконсервации. В исследованиях Переиры с соавторами 

(2007) и Аккорси с соавторами (2016) добавление КЛК или ЛК в среду 

приводило к снижению общего содержания липидов в бластоцистах крупного 

рогатого скота (Pereira et al., 2007; Accorsi et al., 2016). Понижение общего 

количества липидов коррелировало с повышением числа реэкспандированных 

бластоцист после процедур криоконсервации и оттаивания (Pereira et al., 2007; 

Accorsi et al., 2016). Кроме того, увеличение дозы ЛК улучшало развитие 

эмбрионов крупного рогатого скота после витрификации (Karasahin, 2019). В 

исследовании Карвалхо с соавторами (2019) наблюдалось повышение или 

понижение общего числа липидов в эмбрионах крупного рогатого скота в 

зависимости от времени культивирования in vitro в среде с добавлением КЛК 

(Carvalho et al., 2019). При этом более длительное культивирование с КЛК 
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снижало уровень липидов в эмбрионах и повышало их устойчивость к 

процедуре криоконсервации (Carvalho et al., 2019). Между тем, Диас с 

соавторами (2020) не обнаружили значительного изменения в содержании 

липидов и эффективности криоконсервации в бластоцистах крупного рогатого 

скота после культивирования in vitro с добавлением КЛК (Dias et al., 2020). 

Игониной с соавторами (2021) показано, что добавление ЛК в среду для 

культивирования эмбрионов мышей in vitro приводит к увеличению в них 

общего количества внутриклеточных липидов с повышением степени их 

ненасыщенности и снижением T*. Однако такое изменение состава 

внутриклеточных липидов не привело к повышению криотолерантности 

эмбрионов в процессе программного замораживания (Igonina et al.,2021). 

Отсутствие выраженного эффекта на развитие эмбрионов после 

криоконсервации, возможно, обусловлено тем, что в мышиных эмбрионах 

мало липидов, и эти липиды не играют столь важной роли в раннем развитии 

мышей, какую они играют у видов животных, эмбрионы которых богаты 

липидами (Bradley, Swann, 2019).  

Следует отметить важные методические характеристики перечисленных 

выше исследований. Практически во всех перечисленных выше работах 

оценивается изменение содержания общего количества липидов после 

воздействия ЛК и КЛК (Pereira et al., 2007; Accorsi et al., 2016; Carvalho et al., 

2019; Dias et al., 2020). Между тем, лишь единичные работы оценивают, наряду 

с изменением общего уровня липидов под влиянием культивирования с ЛК, 

еще и изменение степени ненасыщенности липидов (Lapa et al., 2011 и Igonina 

et al., 2021). Уровень ненасыщенности липидов в клетке является важным 

показателем, так как он может влиять на T* и, соответственно, эффективность 

криоконсервации клеток (Zeron et al., 2002; Igonina et al., 2021). Кроме того, 

чаще проводят исследования на ооцитах и эмбрионах крупного рогатого скота 

или лабораторных мышей, в то время как на представителях семейства 

кошачьих таких работ совсем нет, поэтому требуется восполнить этот пробел. 
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1.4.1.3. Стеариновая кислота и ее роль в развитии ооцитов и 

эмбрионов млекопитающих 

Стеариновая кислота (СК) является насыщенной жирной кислотой, не 

имеет в углеродном скелете двойных связей (С18:0), входит в состав 

различных липидов клетки и участвует в ее метаболизме, в частности, в 

синтезе олеиновой кислоты (Aardema et al., 2011; Aardema et al., 2017; Pawlak 

et al., 2020). 

Насыщенные кислоты, в том числе СК в основном оказывают 

негативный эффект на жизнеспособность репродуктивных клеток и 

эмбрионов млекопитающих (Van Hoeck et al., 2011;2013). Эмбрионы крупного 

рогатого скота, полученные из ооцитов, созревших in vitro c добавлением 

больших доз стеариновой кислоты, имели меньшее число клеток и высокий 

индекс апоптоза, а также измененную транскрипционную активность 

нескольких генов, ассоциированных с развитием эмбриона (Van Hoeck et al., 

2011). Было показано повышение экспрессии генов, связанных с 

энергетическим метаболизмом и оксидативным стрессом в ооцитах крупного 

рогатого скота, дозревавших в условиях с повышенным содержанием СК (Van 

Hoeck et al., 2013). В другой работе, проведенной на крупном рогатом скоте, 

показано, что воздействие СК в течение 23 ч при дозревании in vitro ооцитов 

снижает число и размер липидных гранул в них, что авторы связывают с 

неэффективным встраиванием насыщенных жирных кислот в 

триацилглицерины, а также с тем, что СК оказывает негативный эффект на 

развитие и качество эмбрионов, полученных in vitro из данных ооцитов 

(Aardema et al., 2011). В статье Лероя с соавторами (2007) был показан 

похожий негативный эффект СК на созревание ооцитов крупного рогатого 

скота, их оплодотворение и развитие эмбрионов (Leroy et al., 2007). 

Примечательно, что такой негативный эффект нивелировался при добавлении 

в среду ненасыщенной олеиновой кислоты (Aardema et al., 2011). Защитным 
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эффектом от негативного влияния СК обладают кумулюсные клетки. Было 

показано, что оплодотворение денудированных (освобожденных от 

кумулюсных клеток) ооцитов, созревавших в среде с добавлением СК, 

приводило к снижению развития эмбрионов по сравнению с нативными 

кумулюс-ооцитными комплексами, созревавшими в тех же условиях (Aardema 

et al., 2017). Это объясняется высокой экспрессией в кумулюсных клетках 

Stearoyl-CoA десатуразы, которая катализирует превращение насыщенных 

кислот в безвредные ненасыщенные (Aardema et al., 2017). Сами клетки 

кумулюса тоже подвергаются негативному влиянию СК.  В частности, при 

добавлении СК в среду для дозревания КОК свиней: в них образуется 

множество мелких липидных гранул, в отличие от КОК, которые 

культивировали с добавлением олеиновой кислоты. Авторы объясняют это 

явление увеличением концентрации цАМФ в кумулюсных клетках, что 

приводит к активному липолизу, а также изменению экспрессии генов, 

ассоциированных с метаболизмом липидов. При этом на ооциты СК 

практически не воздействует (Pawlak et al., 2020). 

Бластоцисты крупного рогатого скота, полученные после дозревания 

ооцитов in vitro с добавлением стеариновой кислоты, были плохого качества и 

имели сниженную криотолерантность (Shehab-El-Deen et al., 2009). Таким 

образом СК в основном оказывает негативный эффект на развитие ооцитов и 

эмбрионов либо не вызывает серьезных последствий для клеток. 

Исследование влияния СК на жизнеспособность ооцитов и эмбрионов 

семейства кошачьих до и после криоконсервации является актуальным. 

Следует также отметить, что исследований, связанных с влиянием СК на 

криотолерантность ооцитов и эмбрионов млекопитающих, крайне мало. 

Между тем, эти исследования должны представлять интерес для проверки 

гипотезы о том, что не только изменение общего уровня внутриклеточных 

липидов, но и изменение их степени ненасыщенности имеет важное значение 

для криобиологических характеристик репродуктивных клеток. 
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1.5. Заключение к литературному обзору 

Таким образом, на основании изученной литературы, можно заключить, 

что модификация протоколов замораживания для гамет и 

преимплантационных эмбрионов, богатых внутриклеточными липидами, 

является актуальной задачей, так как повышение эффективности 

криоконсервации является современным решением для сохранения 

генетического материала исчезающих видов млекопитающих, в частности, 

представителей семейства Felidae. Большое количество липидных гранул в 

ооцитах и эмбрионах повышает их криочувствительность во время 

программного замораживания, кроме того, фазовый переход липидов в 

процессе замораживания может зависеть от качественного состава 

внутриклеточных жиров (степени ненасыщенности), поэтому модификация 

липидного состава может стать ключом к повышению эффективности 

криоконсервации. 

Роль внутриклеточных липидов в развитии ооцитов и эмбрионов 

кошачьих изучена крайне слабо. Настоящее исследование имеет целью 

именно восполнение данного пробела с использованием домашней кошки в 

качестве биологической модели. 
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Глава 2. Материалы и методы исследования 

Экспериментальная работа по культивированию гамет и эмбрионов 

домашней кошки in vitro, модификация липидного состава клеток и их 

криоконсервация выполнена на базе Федерального исследовательского центра 

«Института цитологии и генетики СО РАН» в секторе криоконсервации и 

репродуктивных технологий. Оценка жизнеспособности ооцитов и эмбрионов 

с применением флуоресцентной и конфокальной микроскопии была 

проведена в Центре коллективного пользования «Микроскопический анализ 

биологических объектов», ИЦиГ СО РАН 

(http://www.bionet.nsc.ru/labs/viv/index.php?id=113), а также в Российском 

национальном центре генетических ресурсов лабораторных животных на базе 

SPF-вивария ИЦиГ СО РАН. Спектры комбинационного рассеяния света 

липидов в ооцитах и эмбрионах домашней кошки получали на базе Института 

автоматики и электрометрии СО РАН в центре коллективного пользования 

"Высокоразрешающая спектроскопия газов и конденсированных сред". 

Репродуктивные органы домашних кошек получали после операций 

овариогистерэктомии и орхиэктомии в Пункте льготной стерилизации 

животных г. Новосибирска (http://плс-нск.рф). 

2.1. Животные 

Семенники с эпидидимисами домашних котов, а также яичники кошек 

получали после плановой орхиэктомии/овариогистерэктомии в пункте 

льготной стерилизации животных г. Новосибирска и доставляли в 

лабораторию в течение 4 ч. Общее число самок для экспериментальной работы 

составило 171 особи, самцов – 9 особей. Число ооцитов во всех 

экспериментальных блоках составило 380, число эмбрионов – 286. Яичники 

немедленно после операции помещали в среду “Collect”: 50 мл M199 с 

добавлением 20 мМ HEPES, 2.2 мМ пирувата натрия, 2.2 мМ лактата натрия, 

http://www.bionet.nsc.ru/labs/viv/index.php?id=113
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3 г/л бычьего сывороточного альбумина – БСА, 50 мкг/мл гентамицина, и 

сохраняли в охлажденном состоянии при +4 °C до 4 ч. Семенники с 

эпидидимисами помещали в стерильные сухие пробирки и хранили при +4 °С 

до 24 ч с момента орхиэктомии. Все эксперименты на животных были 

одобрены Комитетом по биоэтике Института цитологии и генетики СО РАН 

(протокол № 22.2 от 30 мая 2014 г.) и соответствовали стандартам 

Европейской конвенции по защите позвоночных животных, используемых для 

экспериментальных и других научных целей. 

2.2. Созревание ооцитов in vitro 

Кумулюс-ооцитные комплексы выделяли из фолликулов в подогретой 

до 38.5 °С среде “Collect”, используя стереомикроскоп S8 APO (Leica 

Microsystems), как описано ранее (Mokrousova et al., 2020b). Ооциты с темной 

и гомогенной цитоплазмой, окруженные несколькими слоями клеток 

кумулюса (не менее пяти), промывали для удаления дебриса и отбирали для 

созревания in vitro. Среда для созревания включала 25 мл M199 с добавлением 

15 мМ бикарбоната натрия, 2.2 мМ пирувата натрия, 2.2 мМ лактата натрия, 3 

г/л БСА, 50 мкг/мл гентамицина, 2 МЕ/мл хорионического гонадотропина 

лошади и 10 МЕ/мл хорионического гонадотропина человека. Затем КОК 

помещали на 24 ч в 4-луночный планшет в среду для созревания ооцитов (500 

мкл на лунку), покрытую 400 мкл минерального масла, предварительно 

выдержанную не менее двух часов в атмосфере 5% СО2, и инкубировали в 

СО2-инкубаторе New Brunswick™ Galaxy 48R при 38.5 °С, 5% СО2 и 90% 

влажности. 

2.3. Получение сперматозоидов и экстракорпоральное 

оплодотворение 

Сперматозоиды получали из эпидидимисов девяти взрослых 

беспородных домашних котов, как описано ранее (Brusentsev et al., 2018). 
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Каудальные части эпидидимисов извлекали, переносили в чашку Петри и 

измельчали в одном миллилитре среды “Collect”, подогретой до 38.5 °C. 

Раствор со сперматозоидами дважды центрифугировали при относительном 

ускорении центрифуги 850 со скоростью 3000 об/мин. в течение 5 мин в среде 

“Collect” и удаляли супернатант. Осадок смешивали с минимальным (5-10 

мкл) количеством оставшегося супернатанта и сверху добавляли 200 мкл 

среды “Collect”. Пробирку помещали в СО2-инкубатор на 30 мин для всплытия 

сперматозоидов в верхний слой раствора, а затем их собирали и использовали 

для ЭКО. Концентрацию сперматозоидов и их подвижность оценивали в 

счетной камере Маклера. Оплодотворение проводили в среде для 

культивирования: 25 мл Ham’s F-10 в концентрации 9.8 г/л с добавлением 5% 

фетальной телячьей сыворотки (Fetal Calf Serum) – FCS и 50 мкг/мл 

гентамицина. Созревшие ооциты переносили в 4-луночный планшет со средой 

для культивирования (по 500 мкл на лунку) предварительно выдержанной не 

менее двух часов в атмосфере 5% СО2. Сверху среда была покрыта 400 мкл 

минерального масла FertiCult (FertiPro, Бельгия). В чашку с 10-20 ооцитами на 

лунку объемом 500 мкл добавляли 8 мкл суспензии сперматозоидов с 

конечной концентрацией 1*106 подвижных сперматозоидов/мл. Гаметы 

совместно инкубировали в CO2-инкубаторе New Brunswick™ Galaxy 48R при 

38.5 °C, 5% CO2 и влажности 90% в течение 24 ч. Средний процент дробления 

in vitro оценивали, как число 2-клеточных эмбрионов, развивающихся из 

оплодотворенных зрелых ооцитов через 24 ч после ЭКО. Он составил 38.8%. 

2.4. Приготовление растворов жирных кислот 

Растворы ЛК, СК, дейтерированной СК (дСК), дейтерированной ОК 

(дОК) готовили по протоколу, описанному у Аардема с соавторами (2011) с 

модификациями (Aardema et al., 2011). Раствор 0.01 M линолеата калия 

получен путем взаимодействия ЛК с гидроксидом калия при 70 °C на водяной 

бане в течение 30 мин. Данный раствор инкубировали с 3.3 мM БСА 
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свободным от жирных кислот для получения 5 мM ЛК в комплексе ЛК-БСА в 

соотношении 3:1. Готовый раствор добавляли в среду для дозревания ооцитов 

или культивирования эмбрионов до получения финальной концентрации 400 

мкM. Раствор стеарата калия был получен путем нагревания СК с гидроксидом 

калия на водяной бане при 90 ºС в течении 60 мин и ультразвуковой 

обработкой на Sonicator Q700 (Qsonica, США) в течение 60 мин. Периоды 

нагревания и обработки ультразвуком чередовали несколько раз в течение 5-6 

ч до момента получения необходимой концентрации мыльного раствора. 

Далее полученный раствор смешивали с БСА, как описано выше, и добавляли 

в среду для дозревания ооцитов или культивирования эмбрионов до получения 

финальной концентрации 400 мкM. Раствор дСК (Cambridge Isotope 

Laboratories, Andover, MA) был приготовлен по аналогии с протонированной 

СК, как описано выше, с перерасчетом молярной массы. Данные растворы 

затем добавляли в среду для созревания ооцитов в концентрациях 50 мкМ, 100 

мкМ, 200 мкМ, 400 мкМ. Раствор олеата калия получали путем нагревания на 

водяной бане при 40ºС в течение 30 мин. Полученный раствор соединяли с 3.3 

мМ БСА для получения 5 мМ дОК в комплексе дОК-БСА в соотношении 3:1. 

Далее раствор дОК-БСА добавляли в среду для созревания ооцитов в 

концентрации 400 мкМ. 
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2.5. Дизайн эксперимента 

Исследовательский проект состоял из двух основных экспериментов. 

Первый из них посвящен изучению распределению дейтерированных жирных 

кислот внутри липидных гранул ооцитов домашней кошки при комнатной 

температуре и при замораживании. Данный блок посвящен модификации 

липидного состава ооцитов в более ненасыщенную или насыщенную сторону 

с целью изучения влияния степени ненасыщенности липидов на развитие 

ооцитов in vitro, на температуру фазового перехода (T*) и эффективность 

криоконсервации клеток. 

Второй эксперимент посвящен модификации липидного состава 

эмбрионов домашней кошки с целью изучения влияния ненасыщенной ЛК и 

насыщенной СК на изменение T* и развитие эмбрионов in vitro до и после 

криоконсервации. 

2.5.1. Модификация липидного состава ооцитов домашней кошки 

Дизайн эксперимента представлен на рисунке 6. 

2.5.1.1. Исследование распределения дейтерированных жирных 

кислот внутри липидных гранул ооцитов при комнатной температуре и 

при замораживании 

В данной части исследования ооциты домашней кошки культивировали 

с добавлением дСК и дОК для изучения эффективности поглощения жирных 

кислот клетками, их распределения внутри липидных гранул ооцитов при 

комнатной температуре и при замораживании. Для этого ооциты 

культивировали с добавлением в культуральную среду дСК, связанной с БСА 

(дСК-БСА). КОКи инкубировали с дСК в соотношении дСК-БСА = 3:1 М в 

концентрации 50, 100, 200, 400 мкМ в течение 23 ч и 45 ч периода дозревания. 

Каждый ооцит с определенной концентрацией дСК и временем 
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культивирования исследовали при помощи спектроскопии КРС. 

Непосредственно перед исследованием спектроскопии КРС ооциты отмывали 

от культуральной среды в двух-трех каплях среды KSOM (optimized simple 

potassium medium – оптимизированная простая среда, обогащенная калием), 

которая не дает лишнего фонового сигнала. Отмытые ооциты помещали в 

каплю 10 мкл KSOM на стекло с лункой и накрывали покровным стеклом. Для 

проверки токсического воздействия дейтерированных меток на дозревание 

ооциты культивировали в среде без добавления ЖК (контроль), в среде с 

добавлением 200 мкМ протонированной СК или с добавлением 200 мкМ дСК. 

Соотношение с БСК для обеих кислот равнялось 3:1. Ооциты распределяли 

случайным образом между тремя группами и культивировали в течение 23 ч. 

После культивирования ооциты фиксировали в 4% формальдегиде и 

окрашивали DAPI, для оценки развития по числу стадий мейоза (GV, MI, MII), 

как будет описано ниже (пункт 2.9.1). 

Для исследования жирных кислот при замораживании ооциты 

домашней кошки культивировали с добавлением дСК или дОК в соотношении 

с БСА=3:1 в течение 45 часов. После культивирования ооциты помещали в 

криопротекторный раствор (состав приведен в 2.11.3), замораживали по 

протоколу, описанному ниже с применением метода спектроскопии 

комбинационного рассеяния света (пункт 2.11.3). Измеряли распределение 

липидов внутри липидных гранул ооцитов при замораживании, а также 

температуру фазового перехода липидов (T*) под воздействием 

ненасыщенной дОК и насыщенной дСК. 
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Рисунок 6. Модификация липидного состава ооцитов домашней кошки. 

Примечание: ЛК – линолевая кислота, СК – стеариновая кислота, ЭКО – 

экстракорпоральное оплодотворение, T* – температура фазового перехода 

липидов, TMRM – тетраметилродамин, DAPI – 4',6-диамидино-2-фенилиндол 

(4′,6-diamidino-2-phenylindole). 
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2.5.1.2. Исследование влияния модификации липидного состава 

ооцитов на температуру фазового перехода липидов и развитие ооцитов 

in vitro до и после криоконсервации 

Незрелые ооциты домашней кошки дозревали in vitro без добавления 

жирных кислот (контроль) либо с добавлением 400 мкМ ненасыщенной 

линолевой кислоты (группа ЛК) или насыщенной стеариновой кислоты 

(группа СК). Все группы культивировали в CO2 инкубаторе Galaxy 48R при 

38.5 °C, 5% CO2 и влажности 90% в течение 24 ч. После дозревания in vitro 

некоторые ооциты случайным образом были отобраны для оценки при 

помощи спектроскопии комбинационного рассеяния света для измерения 

степени ненасыщенности внутриклеточных липидов и температуры фазового 

перехода липидов, как описано ниже (пункты 2.11.2 и 2.11.3). Для оценки 

развития некоторые ооциты после дозревания in vitro фиксировали в 4% 

забуференном параформальдегиде с pH 7.4-7.6, предварительно промыв их в 

трех каплях фосфатно-солевого буферного раствора (PBS) по три минуты в 

каждой. Стадии дозревания ооцитов определяли при помощи окрашивания 

DAPI и флуоресцентной микроскопии, как описано ниже (пункт 2.9.1). 

Оставшиеся ооциты после дозревания in vitro были криоконсервированы при 

помощи программного замораживателя, как описано ниже (параграф 2.7). 

Жизнеспособность ооцитов после криоконервации оценивали при помощи 

окрашивания митохондрий тетраметилродамином (ТМРМ), как описано ниже 

(пункт 2.9.2). 

2.5.2. Модификация липидного состава преимплантационных 

эмбрионов домашней кошки 

Дизайн эксперимента представлен на рисунке 7. 

Двухклеточные эмбрионы домашней кошки, полученные в результате 

ЭКО, культивировали без добавления жирных кислот (контроль) и с 
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добавлением 400 мкМ ненасыщенной линолевой кислоты (ЛК группа) или 

насыщенной стеариновой кислоты (СК группа). В каждой экспериментальной 

группе был соответствующий контроль. В случае эксперимента с ЛК, 

эмбрионы контрольной группы культивировали в течение 66 ч в 20 мкл 

модифицированной среды Ham’s F-10 с добавлением 5% FCS и 50 мкг/мл 

гентамицина, в то время как эмбрионы из группы ЛК культивировали в 

течение 66 ч в модифицированной среде Ham’s F-10 с добавлением 400 мкМ 

ЛК-БСА. В случае эксперимента с СК, эмбрионы контрольной группы 

культивировали в течение 66 часов в среде CSCM-C (Continuous Single Culture 

Medium – Complete), в то время как эмбрионы из группы СК культивировали 

в среде CSCM-C с добавлением 400 мкМ CК-БСА. 
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Рисунок 7. Модификация липидного состава преимплантационных 

эмбрионов домашней кошки.  

Примечание: ЛК – линолевая кислота, СК – стеариновая кислота, ЭКО – 

экстракорпоральное оплодотворение, T* – температура фазового перехода 

липидов, DAPI – 4',6-диамидино-2-фенилиндол (4′,6-diamidino-2-

phenylindole). 

После 66 ч культивирования некоторые из преимплантационных 

эмбрионов всех трех групп (контроль, ЛК, СК) были отобраны для анализа при 

помощи спектроскопии КРС для оценки степени ненасыщенности 

внутриклеточных липидов и Т*. Другие эмбрионы фиксировали в 400 мкл 4%-

го раствора формальдегида на PBS при рН 7.4-7.6 для дальнейшей оценки 

числа клеток и уровня фрагментации ядер (после окраски DAPI и 

флуоресцентной микроскопии), либо для оценки общего уровня 
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внутриклеточных липидов (после окраски нильским красным и конфокальной 

микроскопии), как описано ниже (раздел 2.10). Остальные эмбрионы 

замораживали, оттаивали и культивировали in vitro в течение 30 ч. Затем 

оценивали стадию развития при помощи световой микроскопии, фиксировали 

в 400 мкл 4%-го раствора формальдегида на PBS при рН 7.4-7.6 и производили 

оценку числа клеток, а также фрагментации ядер при помощи окрашивания 

DAPI и флуоресцентной микроскопии. На момент фиксации общее время 

культивирования in vitro эмбрионов, подвергавшихся криоконсервации, 

составило 96 ч. 

2.6. Криоконсервация ооцитов 

Ооциты охлаждали по протоколу программного замораживания, 

описанному ранее Лювони и Пеллиццари (2000), с некоторыми 

модификациями (Luvoni, Pellizzari, 2000). Криопротекторная смесь 

(cryoprotectant solution – CPS) состояла из PBS (pH = 7.2-7.4) с добавлением 0.2 

M сахарозы, 1.5 M этиленгликоля (ЭГ) и 20% FCS. Ооциты после дозревания 

in vitro с добавлением и без добавления жирных кислот выдерживали в CPS, 

разбавленном PBS в соотношении 1:2, в течение 2 мин, затем в растворе, 

разведенном 2:1, в течение 2 мин. и в CPS без разбавления в течение 16 мин. 

Ооциты переносили в 0.25 мл пластиковые соломины (Cryo Bio System, 

Франция) по 5-10 штук и помещали в программный замораживатель CL 8800 

(Cryo Logic, Австралия). Образцы охлаждали со скоростью 2 ºC/мин от +20 °C 

до –7 °C. Затем соломины выдерживали при –7 °C и индуцировали нуклеацию 

льда путем прикосновения пинцетом, предварительно охлажденным в жидком 

азоте, к соломине с образцом. Далее образцы охлаждали со скоростью 0.3 

ºC/мин. до –30 °C после чего помещали их в жидкий азот. Оттаивание ооцитов 

проводили, выдерживая соломины с ооцитами в течение 5 сек. на воздухе, а 

затем 10 сек. на водяной бане при +30 ºC. Ооциты извлекали из соломины и в 

течение 5 мин. выдерживали в CPS. Далее их переносили в криопротекторную 
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смесь, разбавленную PBS в соотношении 1:1, на одну минуту, а затем в 

раствор, разведенный 1:2 на одну мин. После этого ооциты помещали в среду 

для культивирования, содержащую 5 мкМ TMРM, на один час перед 

микроскопическим анализом. 

2.7. Криоконсервация эмбрионов 

Для замораживания эмбрионов использовали два протокола. Отличие 

протоколов заключалось в проводке образцов по растворам криопротекторов, 

программе замораживания, а также в процессе оттаивания клеток. Подробное 

описание протоколов представлено ниже. 

2.7.1. Криоконсервация эмбрионов (протокол 1) 

Эмбрионы контрольной группы и после воздействия ЛК замораживали 

по протоколу Гомец с соавторами (2003) с модификациями (Gomez et al., 

2003). Раствор криопротектора был приготовлен на среде “Collect” с 

добавлением 0.125 М сахарозы (Химмед, Россия), 10% пропиленгликоля – ПГ 

(Merck, Германия) и 10% FCS. Эмбрионы выдерживали в криопротекторной 

смеси, разбавленной средой “Collect” в соотношении 1:2, а затем в том же 

растворе, разбавленном в соотношении 2:1, по три минуты; после этого 

эмбрионы переносили в неразбавленный раствор криопротектора комнатной 

температуры (10% ПГ и 0.125 М сахарозы) на 15 мин. Далее образцы 

переносили в пластиковую соломину объемом 0.25 мл, заполненную 

раствором для замораживания (три сектора, разделенные пузырьками 

воздуха); эмбрионы помещали в средний сектор. Соломины с эмбрионами 

помещали в ячейки программного замораживателя CL 8800 (Cryo Logic, 

Австралия) и охлаждали со скоростью 2 °С/мин. от +20 °С до –6 °С, а затем 

выдерживали при этой температуре 10 мин. В течение этого промежутка 

времени вручную инициировали нуклеацию льда, прикасаясь к соломине 

предварительно охлажденным пинцетом к верхним менискам первого, а затем 
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второго секторов. Затем доводили охлаждение до –30 °С со скоростью 0.3 

°С/мин. и выдерживали при этой температуре в течение 10 мин. После этого 

соломину погружали в жидкий азот. Для оттаивания соломину извлекали из 

жидкого азота и выдерживали на воздухе при комнатной температуре в 

течение двух минут, как рекомендовано ранее для данного протокола 

криоконсервации (Gomez et al., 2003). Эмбрионы отмывали от криопротектора 

путем переноса между каплями растворов с различной концентрацией 

ПГ/сахарозы на основе среды “Collect” (0.95 М/0.25 М; 0.95 М/0.125 М; 0.45 

М/0.125 М; 0 М/0.125 М; 0 М/0.0625 М) по 3 мин. в каждой капле. Затем их 

переносили в среду для культивирования in vitro на 30 часов. После этого 

эмбрионы фиксировали и оценивали путем окрашивания DAPI с последующей 

флуоресцентной микроскопией, как описано ниже. 

2.7.2. Криоконсервация эмбрионов (протокол 2)  

Эмбрионы контрольной группы и эмбрионы экспериментальной группы 

(после воздействия СК) замораживали по протоколу Гомец с соавторами 

(2003) с модификациями (Gomez et al., 2003). Для криоконсервации 

использовали раствор 10% ПГ, приготовленный на среде “Collect”. Сначала 

эмбрионы выдерживали в среде “Collect” в течение пяти минут, после чего 

переносили их в криопротекторную смесь, разбавленную средой “Collect” в 

соотношении 1:1, на пять минут. Затем эмбрионы помещали в неразбавленный 

раствор криопротектора (10% ПГ) на пять минут при комнатной температуре 

и переносили их в пластиковую соломину объемом 0.25 мл, заполненную 

раствором для криоконсервации (три сектора, разделенные пузырьками 

воздуха); эмбрионы помещали в средний сектор. Соломину с эмбрионами 

помещали в программный замораживатель CL 8800 (Cryo Logic, Австралия) 

при 0 °С, и охлаждали со скоростью 2 °С/мин. до –8 °С, а затем выдерживали 

при этой температуре пять минут. В течение этого периода вручную 

инициировали нуклеацию льда, прикасаясь к соломине предварительно 
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охлажденным пинцетом к верхнему мениску первого и второго секторов. 

Затем доводили охлаждение до –40 °С со скоростью 0.3 °С/мин., а затем до –

80 °С со скоростью 6 °С/мин. После этого соломину погружали в жидкий азот. 

Для оттаивания соломину извлекали из жидкого азота и выдерживали на 

воздухе при комнатной температуре в течение 40 сек., а затем 40 сек. на 

водяной бане при 30 ºС (Renard, Babinet, 1984). Эмбрионы отмывали от 

криопротектора путем переноса между каплями растворов с различным 

соотношением 10% ПГ и 1М сахарозы на основе среды “Collect”, выдерживая 

их по шесть минут в каждой капле: 1) 40 мкл 10% ПГ и 20 мкл 1М сахарозы, 

2) 40 мкл 10% ПГ, 20 мкл 1М сахарозы и 30 мкл “Collect” 3) 20 мкл 1М 

сахарозы и 60 мкл “Collect” 4) 50 мкл “Collect”. Затем их переносили в среду 

для культивирования in vitro на 30 часов. После этого эмбрионы фиксировали 

и оценивали путем окрашивания DAPI с последующей флуоресцентной 

микроскопией, как описано ниже. 

2.8. Флуоресцентная микроскопия 

 2.8.1. Окрашивание 4',6-диамидино-2-фенилиндолом 

Фиксированные ооциты и эмбрионы трижды отмывали от 

формальдегида при комнатной температуре в PBS с добавлением 1 мг/мл 

поливинилпирролидона – ПВП (Merck, Германия) – в течение 5 мин., а затем 

инкубировали с 2 мг/мл 4',6-диамидино-2-фенилиндолом (DAPI) для 

окрашивания ядер. После этого их снова промывали таким же образом и 

помещали на предметные стекла. Образцы оценивали с помощью микроскопа 

Axio Imager M2 (Carl Zeiss, Германия) и цифровой камеры AxioCam 506 mono 

(Carl Zeiss, Германия). Образец возбуждали источником света с длинной 

волны 359 нм. Анализ изображений проводили в программе ImageJ (NIH, 

США). Окрашенные ооциты делили на три группы по стадиям созревания: 
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герминальный везикул (ГВ), метафаза I (MI), метафаза II (MII) (рис. 8). 

Подсчитывали число ооцитов на каждой стадии в процентах. 

 

Рисунок 8. Стадии созревания ооцитов, окраска DAPI.  

Примечание: a – герминальный везикул; б– метафаза I, в – метафаза II. 

Белые стрелки указывают на хромосомы, оранжевая стрелка указывает на 

полярное тело. Справа показаны увеличенные фрагменты изображений; шкала 

– 50 мкм. 

 

Для каждого эмбриона подсчитывали как общее число ядер, так и 

отдельно число интерфазных ядер и число фрагментированных ядер. Индекс 

фрагментации оценивали, как процент ядерных фрагментов к общему числу 

ядер. По общему числу ядер (Mokrousova et al., 2020b) преимплантационные 

зародыши классифицировали как остановившиеся в развитии (менее 8 ядер), 

развившиеся преимплантационные зародыши на стадии дробления (9-16 

ядер), морулы (17-50 ядер) и поздние морулы (более 50 ядер). 
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2.8.2. Окрашивание тетраметилродамином 

Жизнеспособность клетки можно оценить по наличию активности 

митохондрий. Активность митохондрий является одним из биоиндикаторов 

криорезистентности ооцитов (Кузьмина и др., 2020; Чистякова, 2020). Мы 

использовали тетраметилродамин (ТМРМ) (Abcam, Великобритания) – 

флуоресцентный, проникающий катионный краситель, который окрашивает 

функционирующие митохондрии. Тетраметилродамин можно использовать в 

очень низких концентрациях, тем самым избегая влияния на функциональное 

состояние митохондрий (Creed, McKenzie, 2019). Данный краситель 

аккумулируется функционирующими, отрицательно заряженными 

митохондриями, придавая клеткам оранжевое свечение (Ex = 532 нм; Em = 579 

нм). Ооциты, демонстрирующие оранжевое свечение, считали позитивно 

меченными (TMRM+) и, соответственно, живыми, то есть успешно 

перенесшими криоконсервацию. Снижение флуоресценции наблюдали, когда 

мембранный потенциал митохондрий нарушался. В этом случае ооциты 

считали негативно меченными (TMRM–) и, соответственно, погибшими. Для 

негативного контроля использовали фиксированные в 4% параформальдегиде 

ооциты. Ооциты считали мертвыми (TMRM–), если не наблюдали разницы по 

флуоресцентному сигналу с негативным контролем. Раствор TMРM готовили, 

как описано ранее (Creed, McKenzie, 2019). Раствор 2 мкM TMРM был 

приготовлен путем растворения 10 мM вещества сначала в 100% метаноле и 

последующим разведением в дистиллированной воде. Ооциты после 

оттаивания выдерживали в CO2-инкубаторе в течение часа в заранее 

подготовленной среде для дозревания ооцитов, содержащей 5 мкM TMРM. 

Окрашенный материал помещали на стекло с лункой. Образцы исследовали с 

помощью микроскопа Axio Imager M2 (Carl Zeiss) и камерой AxioCam 506 

mono (Carl Zeiss). 
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2.9. Конфокальная лазерная сканирующая микроскопия с 

применением красителя нильский красный 

Оценку интенсивности окрашивания внутриклеточных липидов 

контрольных и культивированных в течение 66 ч с линолевой или стеариновой 

кислотой эмбрионов проводили с помощью окрашивания нильским красным 

(Nile Red) как описано ранее (Romek et al., 2011). Вкратце, фиксированные 

эмбрионы трижды отмывали от формальдегида в PBS, содержащем 1 мг/мл 

ПВП, по пять минут в каждой капле при комнатной температуре. Затем их 

выдерживали в растворе нильского красного с концентрацией 10 мкг/мл в 

течение трех часов при 37 °C для достижения максимальной интенсивности 

окрашивания внутриклеточных липидов, как описано ранее (Genicot et al., 

2005). Образцы помещали на предметные стекла в PBS. Изображения 

получали с помощью конфокального лазерного сканирующего микроскопа 

780 NLO Axio Observer Z1 (Carl Zeiss) с использованием программного 

обеспечения Zen 2012 (Carl Zeiss, Германия). Эмбрионы, окрашенные 

нильским красным, облучали газовым аргоновым лазером (максимальная 

мощность 30 мВт) при 0.1% от максимальной мощности на длине волны 488 

нм. Спектры получали в диапазоне длин волн 494-687 нм с шагом 9 нм. Все 

изображения были получены в режиме подсчета фотонов – “photon counting”. 

Суммирование оптических срезов и вычитание фоновой флуоресценции 

выполняли с помощью программы ImageJ.  

2.10. Спектроскопия комбинационного рассеяния света 

Изменение степени ненасыщенности липидов и температуру начала 

ФПЛ в ооцитах и преимплантационных эмбрионах домашней кошки, а также 

накопление и распределение дейтерированных жирных кислот в липидных 

гранулах до и после охлаждения изучали с помощью спектроскопии 

комбинационного рассеяния света. 
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2.10.1. Экспериментальная установка 

Спектроскопию комбинационного рассеяния света проводили на 

экспериментальной установке, состоящей из прямого микроскопа Orthoplan 

(Leitz), оснащенного сканирующим пьезопозиционером PXY-200. 

Использовали монохроматор SP2500i с многоканальным детектором Spec-

10:2K/LN. Оптический криостат THMS350V использовали для проведения 

измерений спектров при различных температурах. Источником 

монохроматического излучения для возбуждения комбинационного рассеяния 

света служил твердотельный лазер Excelsior (Spectra-Physics, США) с длиной 

волны 532.1 нм. Лазерный луч фокусировали в область диаметром ~1 мкм с 

помощью объектива ×60 CFI Plan Fluor 60XC (Nikon Instruments, Япония) с 

числовой апертурой 0.85. В случае исследования поглощения дСК в ЛГ 

лазерный луч фокусировали на образец с помощью объектива ×100 (PL Fluotar 

L; Leica Microsystems, Germany) с числовой апертурой 0.75. Мощность 

излучения после объектива составляла 20 мВт. Спектральное разрешение 

составляло 2.5 см-1. Длины волн измеряемых спектров калибровали с 

помощью неоновой газоразрядной лампы. Спектры комбинационного 

рассеяния света измеряли в диапазоне от 800 до 3200 см-1. Интенсивности 

линий КРС, соответствующие симметричным валентным колебаниям CD2 и 

CH2, оценивали путем усреднения 7 пикселей в спектральных диапазонах 

2104–2111 см-1 и 2849–2855 см-1, соответственно. 

2.10.2. Оценка степени ненасыщенности внутриклеточных липидов 

По четыре ооцита из каждой группы (контроль, ЛК и СК), дозревавших 

в течение 24 часов, а также пять, шесть и три эмбриона из каждой группы 

(контроль, ЛК и СК, соответственно) исследовали при помощи спектроскопии 

КРС. Для изучения степени ненасыщенности липидов от каждого эмбриона и 

ооцита измерено по 100 спектров комбинационного рассеяния от разных 
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случайно выбранных локальных областей. Для выделения спектрального 

вклада липидов использовали метод главных компонент. Поскольку липидные 

гранулы содержат наибольшую часть клеточных липидов, мы предполагаем, 

что полученная спектральная составляющая липидов в основном связана 

именно с ними. Ранее был описан метод выделения вклада липидов в спектры 

комбинационного рассеяния света (Igonina et al., 2021). Чтобы извлечь вклад 

липидов, мы уменьшили размерность данных до трех главных компонент, 

связанных с вариацией в спектрах трех основных типов соединений: липидов, 

белков и воды. Эти соединения дают наиболее интенсивный вклад в 

измеряемые спектры комбинационного рассеяния света. Затем для каждого 

набора спектров, измеренного от отдельного эмбриона или ооцита, была 

найдена линейная комбинация главных компонент, для которой вклад белков 

и воды был бы минимален. Чтобы минимизировать вклад белков мы 

подбирали такую линейную комбинацию этих компонент, чтобы 

результирующий спектр был свободен от пика фенилаланина на 1004 см-1. 

Чтобы минимизировать вклад от воды проводилась минимизация 

интенсивности полосы соответствующей валентным колебаниям ОН-связей 

воды на частотах выше 3050 см-1. Поскольку в спектре комбинационного 

рассеяния света липидов отсутствуют линии на этих частотах, полученная 

комбинация главных компонент будет отражать липидный вклад в 

измеряемые спектры. Для оценки степени ненасыщенности липидов 

использовали соотношение интенсивностей линии валентных колебаний 

связей С=С при 1657 см-1 к линии ножничных деформационных колебаний 

СН2 (δСН). Интенсивность первой линии увеличивается с увеличением 

концентрации двойных связей С=С, интенсивность второй линии 

увеличивается с увеличением числа метиленовых групп. Для оценки 

ненасыщенности мы использовали спектры комбинационного рассеяния, 

измеренные при T = 25 °C. 
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2.10.3. Измерение температуры начала фазового перехода липидов 

Для изучения зависимости фазового состояния липидов от температуры 

образцы помещали в раствор KSOM с добавлением 0.2 М сахарозы и 1.5 М ЭГ 

в случае ооцитов, либо 1.5 М ПГ в случае эмбрионов. При исследовании дСК 

и дОК в липидных гранулах в процессе охлаждения использовали 0.2 М 

сахарозы и 1.5 М ЭГ. Охлаждение образцов проводили сходным образом, как 

описано выше для основного эксперимента (разделы 2.7 и 2.8). Охлаждали 

образцы до –7 °С со скоростью 1 °С/мин., затем инициировали нуклеацию 

льда, делали 10-минутную паузу для перекристаллизации льда. После этого 

образец охлаждали со скоростью 0.3 °С/мин. В ходе охлаждения делали 

дополнительные паузы длительностью ~20 мин для измерения спектров 

комбинационного рассеяния света. Температуру на нужном уровне 

поддерживали при помощи криостата. Изменение фазового состояния 

липидов отслеживали по соотношению интенсивностей антисимметричных 

(aCH) и симметричных (sCH) валентных колебаний CH2 на 2880 и 2850 см-1, 

соответственно. Увеличение числа aCH в спектрах комбинационного 

рассеяния света отражает изменение конформационного состояния липидов, 

происходящее при фазовом переходе. Из-за сложного состава липидов их 

фазовый переход в клетках размыт, т.е. происходит не при одной конкретной 

температуре, а в некотором температурном диапазоне, поэтому мы 

отслеживали температуру начала Т* при которой появляется пик aCH (Okotrub 

et al., 2018). В случае дейтрированных жирных кислот фазовый переход 

детектировался по соотношению изотопически смещенных линий 

комбинационного рассеяния света I2130/IsCD3 для дОК и ширине на 

полувысоте пика sCD2 (FWHM (full width at half maximum) sCD2) для дСК 

(Okotrub et. al., 2022). Предварительная обработка данных включала 

коррекцию всплесков интенсивности в измеренных спектрах и интерполяцию 

фона линейной функции. Спектры анализировали и обрабатывали, как 
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описано ранее (Okotrub et al., 2018; Igonina et al., 2021). Для получения 

зависимости фазового состояния липидов от температуры, на каждой 

температуре измерялось не менее 100 спектров на случайным образом 

выбранных точках на ооците с временем накопления 3 сек. на спектр. При 

изучении пространственного распределения липидов проводились 

эксперименты по картированию спектров комбинационного рассеяния света. 

При картировании клетки сканировались лазерным пучком с шагом 0,6 мкм и 

временем накопления одного спектра 3 с. При -170ºС картирование 

проводилось с разрешением 1 мм и временем накопления 6 сек. 

2.11. Статистика 

Все выборки проверяли на нормальное распределение с помощью W-

критерия Шапиро – Уилка и анализировали с помощью программы 

STATISTICA v 8.0 StatSoft, Inc. Данные с нормальным распределением 

сравнивали по t-критерию Стьюдента, в противном случае использовали U-

критерий Манна – Уитни. Доля стадий созревания ооцитов, выраженная в 

процентах, жизнеспособность ооцитов после криоконсервации между 

группами без и с добавлением жирных кислот сравнивали тестом Хи-квадрат. 

Эти данные представлены как доля от общего числа. Доля эмбрионов на 

разных стадиях развития до и после замораживания сравнивали с помощью 

критерия Хи-квадрат. Данные по фрагментации ядер представлены как 

медиана и 25%-75% квартили – Ме [Q1;Q3] – и проанализированы с помощью 

U-критерия Манна – Уитни. Число клеток в морулах и поздних морулах до и 

после криоконсервации, интенсивность флуоресценции липидов (подсчет 

фотонов), а также степени ненасыщенности липидов и Т* представлены, как 

среднее ± стандартная ошибка среднего (M±SEM). Различия по этим 

параметрам между группами сравнивали с помощью t-критерия Стьюдента. 

Различия при p < 0.05 считали статистически достоверными. 



86 

 

2.12. Список использованных материалов 

Среды и их компоненты для культивирования и работы с гаметами и 

эмбрионами: 

 M199 (Merck, Германия),  

 Ham’s F-10 (Merck, Германия), 

 CSCM-C (Continuous Single Culture Medium – Complete, FUJIFILM 

Irvine Scientific, США) 

 KSOM EmbryoMax (Merck, Германия), 

 HEPES (Biofroxx, Германия), 

 пируват натрия (Biofroxx, Германия), 

 лактат натрия (Fisher Chemical, Германия), 

 БСА (Merck, Германия), 

 БСА, свободный от жирных кислот (Merck, Германия) 

 гентамицин (PanReac Applichem, США), 

 бикарбонат натрия (Merck, Германия), 

 хорионический гонадотропин лошади (Фоллигон; Intervet 

international, B.V., Нидерланды), 

 хорионический гонадотропин человека (Хорулон; Intervet 

international, B.V., Нидерланды), 

 минеральное масло FertiCult (FertiPro, Бельгия), 

 фетальная телячья сыворотка (Thermo fisher scientific, США), 

 линолевая кислота, стеариновая кислота (Merck, Германия), 

 дейтерированная стеариновая кислота, дейтерированная 

олеиновая кислота (Cambridge Isotope Laboratories, Andover, MA), 

 фосфатно–солевой буфер (Росмедбио, Россия), 

 10% формалин (Биовитрум, Россия), 

 сахароза (Химмед, Россия),  
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 пропиленгликоль (Merck, Германия) 

 этиленгликоль (Applichem Panreac, Испания) 

 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Abcam, Великобритания) 

 tetramethylrhodamine (TMRM) (Abcam, Великобритания) 

 нильский красный (Merck, Германия) 

Расходные материалы: 

 4-луночные планшеты (SPL, Южная Корея), 

 чашки Петри, 60, 30 мм (SPL, Южная Корея), 

 наконечники для автоматической пипетки, 5 мл, 1000 мкл, 200 

мкл, 20 мкл (Eppendorf, Германия), 

 эппендoрфы, 1.5 мл (Eppendorf, Германия), 

 наконечники с фильтром 0.2 мкм (Eppendorf, Германия), 

 цилиндрические пробирки, 5 мл, 15мл, 50 мл (Минимед, Россия), 

 стеклянные капилляры (Минимед, Россия), 

 стеклянная посуда (колбы, стаканы) (Минимед, Россия). 

 

Оборудование: 

 

 счетная камера Маклера (Merck, Германия), 

 автоматические дозаторы Ленпипет (Thermo Fisher Scientific, 

USA), 

 СО2-инкубатор New Brunswick™ Galaxy 48R (Eppendorf, 

Германия), 

 стереомикроскоп S8 APO (Leica Microsystems, Германия), 

 sonicator Q700 (Qsonica, США), 

 программный замораживатель CL 8800 (CryoLogic, Австралия) 

 микроскоп Axio Imager M2 (Carl Zeiss, Германия) 
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  камера для захвата изображений AxioCam 506 mono (Carl Zeiss, 

Германия), 

 конфокальный лазерный сканирующий микроскоп 780 NLO Axio 

Observer Z1 (Carl Zeiss, Германия), 

 программное обеспечение Zen 2012 (Carl Zeiss), 

 программное обеспечение ImageJ (NIH, США), 

 прямой микроскоп Orthoplan (Leitz, Германия), 

 сканирующий пьезопозиционер PXY-200 (Newport, США), 

 монохроматор SP2500i (Princeton Instruments, США), 

 детектор Spec-10:2K/LN (Princeton Instruments, США), 

 криостат THMS350V (Linkam, Великобритания) 
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Глава 3. Результаты 

3.1. Направленная модификация внутриклеточных липидов и 

исследование роли липидов в развитии и криоконсервации ооцитов 

домашней кошки 

3.1.1. Поглощение дейтерированных жирных кислот ооцитами и их 

распределение внутри липидных гранул 

3.1.1.1. Влияние изотопных меток на дозревание ооцитов in vitro 

Перед использованием меченых дейтерием жирных кислот в качестве 

меток для удобного маркера на спектрах комбинационного рассеяния света 

проводили проверку на токсичное воздействие дСК на ооциты в процессе их 

дозревания in vitro. Дозревание ооцитов in vitro с добавлением 200 мкМ дСК и 

200 мкМ СК в течение 23 ч не повлияло на число ооцитов, достигших стадий 

GV, MI, MII (Таблица 1).  
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Таблица 1. Дозревание ооцитов in vitro с добавлением стеариновой 

кислоты и дейтерированной стеариновой кислоты 

Группа Доля ооцитов на стадии (%): 

GV MI MII 

Контроль (n=33) 7 (21.2) 14 (42.4) 12 (36.4) 

СК (n=26) 3 (11.5) 12 (46.2) 11 (42.3) 

дСК (n=26) 4 (15.4) 12 (46.1) 10 (38.5) 

Примечание: общее число использованных самок – 8. Ооциты распределяли 

между группами случайным образом. СК – группа ооцитов, полученная после 

воздействия стеариновой кислоты. дСК – группа ооцитов, полученная после 

воздействия дейтерированной стеариновой кислоты. GV – germinal vesicle 

(зародышевый пузырек), MI – метафаза I, MII – метафаза II. 

3.1.1.2. Накопление дейтерированной стеариновой кислоты в 

липидных гранулах ооцитов при комнатной температуре 

Мы оценили молярную долю дСК, проникшей в липидные гранулы 

ооцита (ηдСК), как отношение интенсивности линий, соответствующим 

симметричным колебаниям CD2 группы на спектрах КРС, к сумме 

интенсивностей линий, которые соответствуют симметричным колебаниям 

CD2- и CH2- групп. Формула выглядит так: ηдСК ≡ IsCD/(IsCD + IsCH). На 

рисунке 9 показана зависимость средней доли накопленной дСК (<ηдСК>) в 

ооците от концентрации дСК (50, 100, 200, 400 мкМ), добавленной в среду для 

культивирования. С увеличением времени культивирования увеличивается и 

ηдСК внутри ооцита. Максимальное значение ηдСК в ооците получено после 

культивирования ооцитов с дСК в течение 45 ч при максимальной 

концентрации (400 мкМ) и равно ≈ 10–12%. Данная концентрация (400 мкМ) 
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жирных кислот выбрана для модификации липидного состава ооцитов и 

эмбрионов в дальнейшем исследовании.  

 

Рисунок 9. Зависимость средней доли накопленной дейтерированной 

стеариновой кислоты (<ηдСК>) в ооците от концентрации дСК (50, 100, 200, 

400 мкМ), добавленной в среду для культивирования. 

Примечание: синие линии описывают данные с прямоугольной 

гиперболой. Данные представлены как M±SEM. В эксперимент вошли ооциты 

от восьми взрослых аутбредных домашних кошек. Для каждой концентрации 

измеряли поглощение жирной кислоты от четырех ооцитов. 

3.1.1.3. Распределение дейтерированной стеариновой кислоты в 

липидных гранулах ооцитов при комнатной температуре и при 

замораживании 

На рисунке 10(б) изображена карта пространственного распределения 

дСК в липидных гранулах ооцита при комнатной температуре. Данная карта 

демонстрирует, что рядом расположенные гранулы содержат различные 

концентрации дСК, но жирная кислота распределяется равномерно внутри 

гранулы. Однако, при замораживании ооцитов происходит разделение фаз. На 

рисунке 10(в, г) изображены карты пространственного распределения 



92 

 

насыщенной дСК и ненасыщенной дОК внутри липидных гранул ооцита после 

охлаждения до -25°С. Распределение дейтерированных жирных кислот 

показывает, что липиды, образованные из дСК, преимущественно 

локализуются на периферии липидных гранул (рис. 10(в)), в то время как 

липиды, сформированные из дОК, напротив, локализуются по центру гранулы 

(рис.10(г)). Из спектров КРС получены оценки молярных долей дСК в 

конформационно упорядоченной (квазикристаллической) и 

разупорядоченной (жидкой) фазах. Из оценок следует что молярная доля 

липидов с дСК в упорядоченном состоянии в два раза выше, чем в 

неупорядоченном (15% и 8.5% от общего содержания липидов, 

соответственно). В неупорядоченной фазе содержится больше ненасыщенных 

липидов. Молярная доля дОК в неупорядоченном состоянии выше в 1.34 раза, 

чем в упорядоченном (33.7% vs. 25%, соответственно).  
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Рисунок 10. Примеры карт распределения дейтерированных жирных 

кислот в липидных гранулах, снятых с небольшого участка цитоплазмы 

ооцита (а). 

Примечание: равномерное распределение дСК внутри липидных гранул 

ооцита при комнатной температуре (б); образование липидных фракций 

внутри липидных гранул при замораживании ооцита, после воздействия дСК 

(в) и дОК (г); белый цвет соответствует областям с низкой интенсивностью 

IsCD и IsCH, т.е. ооплазме без липидного вклада; цветовая шкала справа от 

каждой карты демонстрирует долю дейтерированных липидов, проникших в 

клетки (синий – минимальное значение, красный – максимальное значение). 

3.1.1.4. Изменение фазовых переходов липидов внутри липидных 

гранул ооцитов в процессе их охлаждения 

В процессе криоконсервации соотношение интенсивностей 

антисимметричных и симметричных колебаний линий CH2 групп 

(I(aCH2)/I(sCH2)), показывающее T*, всегда выше для ооцитов, которые 

культивировали с добавлением дСК, по сравнению с ооцитами, которые 

культивировали с дОК. Для ооцитов, которые культивировали с дОК T* 

наступает между 0-5ºС. В случае дСК, соотношение I(aCH2)/I(sCH2) не 

является нулевым даже при оттаивании до 40ºС (рис.11), что выше, чем 
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температура культивирования ооцитов. Это означает, что некоторая часть 

липидов, содержащих стеариновую кислоту, остается в липидных гранулах в 

упорядоченном состоянии, что может мешать протеканию физиологических 

процессов. Изучая спектры КРС самих дейтерированных меток, можно 

сделать вывод, что фракция липидов, содержащих дОК, претерпевает фазовый 

переход в температурном интервале между -15 и -10 °С, что значительно ниже 

T* липидов в ооците. В случае культивирования с дСК видно, что, когда 

ооциты только начинают замораживаться (+25 °С) дСК находится в 

конформационно разупорядоченном состоянии, на что указывает 

спектральная характеристика FWHM (ширина на полувысоте пика) 

симметричных колебаний CD2 группы (sCD2), которое равно 40 см-1. 

Охлаждение приводит к быстрому уменьшению FWHM sCD2, что 

свидетельствует о конформационном упорядочении углеводородных цепочек 

и возможной кристаллизации липидов, содержащих дСК. При этом, во время 

отогрева до +40 °С параметр FWHM sCD2 не превысил значения 34 см-1 что 

указывает на то, что часть, содержащих дСК насыщенных липидов остается в 

конформационно упорядоченном состоянии (рис. 11). 
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Рисунок 11. Температурные зависимости спектральных характеристик 

липидного вклада в спектры комбинационного рассеяния света липидов, 

полученные на кошачьих ооцитах, культивируемых с дСК или с дОК. 

Примечание: красные пунктирные линии – линейно интерполированные 

усредненные данные; красные треугольники – экспериментальные данные для 

ооцитов, культивируемых с дСК; синие пунктирные линии – линейно 

интерполированные средние данные; синие символы – экспериментальные 

данные, измеренные при нагревании ооцитов, культивируемых с добавлением 

дОК; синяя вертикальная пунктирная линия – температура плавления дОК; 

черная вертикальная пунктирная линия – T*, наблюдаемая в ооците с 

добавлением дОК; I(aCH2)/I(sCH2), I2130/IsCD3, FWHM sCD2 – соотношения 

спектральных характеристик, используемых для измерения температуры 

фазового перехода протонированных липидов, и липидов с вкладом дОК или 

дСК, соответственно.  
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3.1.2. Влияние модификации липидного состава ооцитов на 

температуру фазового перехода липидов, развитие ооцитов in vitro и 

эффективность их криоконсервации 

3.1.2.1. Влияние линолевой и стеариновой кислот на дозревание 

ооцитов in vitro  

Добавление 400 мкM ЛК в среду IVM не повлияло на долю созревающих 

in vitro ооцитов. Не было отличий (p>0.05) по доле ооцитов на стадии GV, MI 

и MII между исследуемыми группами (Таблица 2). Добавление 400 мкM СК в 

среду IVM не повлияло (p>0.05) на процент созревающих in vitro ооцитов. 

Доля ооцитов на стадии GV, MI и MII была одинаковой между исследуемыми 

группами (Таблица 3). 

Таблица 2. Влияние линолевой кислоты на дозревание ооцитов in vitro 

Группа1 
Число ооцитов 

Общее GV (%) MI (%) MII (%) 

Контроль 32 14 (43.75) 8 (25.00) 10 (31.25) 

ЛК 34 8 (23.53) 7 (20.59) 16 (47.06) 

Примечание: 1общее число использованных самок – 16; число повторов – 5; 

ооциты распределяли между группами случайным образом; GV – 

зародышевый пузырек (germinal vesicle), MI – метафаза I, MII – метафаза II; 

ЛК – группа ооцитов, полученная после воздействия линолевой кислоты. 
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Таблица 3. Влияние стеариновой кислоты на дозревание ооцитов in 

vitro 

Группа1 
Число ооцитов 

Общее GV (%) MI (%) MII (%) 

Контроль 37 5 (13.51) 11 (29.73) 20 (54.05) 

СК 44 12 (27.27) 6 (13.64) 20 (45.45) 

Примечание:1общее число использованных самок – 24; число повторов – 5; 

ооциты распределяли между группами случайным образом; GV – germinal 

vesicle (зародышевый пузырек), MI – метафаза I, MII – метафаза II; СК - группа 

ооцитов, полученная после воздействия стеариновой кислоты. 

3.1.2.2. Влияние линолевой и стеариновой кислоты на степень 

ненасыщенности и температуру фазового перехода липидов при 

дозревании ооцитов in vitro 

Для спектроскопии комбинационного рассеяния света были взяты 

ооциты контрольной (n=4), ЛК (n=4) и СК (n=3) групп после 24 часов 

дозревания in vitro. Установлено, что добавление в питательную среду 400 

мкM ЛК при дозревании in vitro ооцитов домашней кошки, не приводит к 

изменению степени ненасыщенности (1.11±0.06) внутриклеточных липидов 

по сравнению с контролем (0.98±0.02). При этом не выявлено изменения Т* 

ооцитов из ЛК группы (1.12±1.54) по сравнению с контролем (-0.62±1.08). 

Кроме того, установлено, что добавление в питательную среду 400 мкM СК 

при дозревании in vitro ооцитов домашней кошки, не приводит к изменению 

степени ненасыщенности внутриклеточных липидов (0.92±0.04) по сравнению 

с контролем (0.98±0.02). При этом наблюдали достоверное (p <0.01) 

повышение Т* ооцитов после воздействия СК (10.12±1.78) по сравнению с 

контролем (-0.62±1.08) (Рисунок 12). 
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Рисунок 12. Степень ненасыщенности липидов (верхний график) и 

температура их фазового перехода (Т*) (нижний график) в ооцитах домашней 

кошки. 

Примечание: соотношение интенсивностей спектральных линий, 

соответствующих колебаниям С=С связей к деформационным колебаниям 

CH2 группы (IC=C/IδCH), отражает степень ненасыщенности липидов; ЛК – 

ооциты после воздействия линолевой кислоты, СК – ооциты после 

воздействия стеариновой кислоты; круги с усами обозначают M±SEM, точки 

соответствуют значениям по каждому измеренному отдельному ооциту; **p 

<0.01 по сравнению с контролем. 

3.1.2.3. Эффективность криоконсервации ооцитов после 

воздействия линолевой и стеариновой кислот 

Статистический анализ не выявил значительных различий по числу 

жизнеспособных ооцитов (TMRM+) между группой ЛК и контролем (Таблица 

4, Рисунок 13). Кроме того, не обнаружено отличий по числу жизнеспособных 

ооцитов (TMRM+) между группой СК и контролем (Таблица 5, Рисунок 14). 
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Таблица 4. Влияние линолевой кислоты при дозревании ооцитов in vitro 

на их жизнеспособность после криоконсервации 

Группа1 

Число ооцитов 

Общее TMRM+ (%) TMRM- (%) 

Контроль 32 15 (46.88) 17 (53.13) 

ЛК 30 14 (46.67) 16 (53.33) 

Примечание: 1общее число использованных самок – 8; число повторов – 3; 

ооциты распределяли между группами случайным образом; TMRM+ – живые 

ооциты, светящиеся красным после окрашивания флуоресцентным 

митохондриальным красителем тетраметилродамином; TMRM- – мертвые 

ооциты, не имеющие свечения после окрашивания флуоресцентным 

митохондриальным красителем тетраметилродамином; ЛК - группа ооцитов, 

полученная после воздействия линолевой кислоты. 
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Таблица 5. Влияние стеариновой кислоты при дозревании ооцитов in 

vitro на их жизнеспособность после криоконсервации 

Группа1 

Число ооцитов 

Общее TMRM+ (%) TMRM- (%) 

Контроль 31 11 (35.48) 20 (64.52) 

СК 36 18 (50.00) 18 (50.00) 

Примечание: 1общее число использованных самок – 19; число повторов – 4; 

ооциты распределяли между группами случайным образом; TMRM+ – живые 

ооциты, светящиеся красным после окрашивания флуоресцентным 

митохондриальным красителем тетраметилродамином; TMRM- – мертвые 

ооциты, не имеющие свечения после окрашивания флуоресцентным 

митохондриальным красителем тетраметилродамином; СК - группа ооцитов, 

полученная после воздействия стеариновой кислоты. 
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Рисунок 13. Ооциты, окрашенные тетраметилродамином (TMRM) после 

дозревания in vitro с (в, г, ж, з) и без (а, б, д, е) добавления линолевой кислоты. 

Примечание: а, б, в, г – живые ооциты (светятся оранжевым) после их 

окрашивания TMRM; д, е, ж, з – мертвые ооциты (отсутствие свечения) после 

их окрашивания TMRM; изображения а, д, в, ж совмещают фильтр для TMRM 

и фазовый контраст; шкала – 100 мкм. 
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Рисунок 14. Ооциты, окрашенные тетраметилродамином (TMRM) после 

дозревания in vitro с (в, г, ж, з) и без (а, б, д, е) добавления стеариновой 

кислоты. 

Примечание: а, б, в, г – живые ооциты (светятся оранжевым) после их 

окрашивания TMRM; д, е, ж, з – мертвые ооциты (отсутствие свечения) после 

их окрашивания TMRM; изображения а, д, в, ж совмещают фильтр для TMRM 

и фазовый контраст; шкала – 100 мкм. 

3.2. Направленная модификация внутриклеточных липидов и 

исследование их роли в развитии и криоконсервации 

преимплантационных эмбрионов домашней кошки 

3.2.1. Влияние модификации липидного состава эмбрионов на 

температуру фазового перехода липидов, развитие эмбрионов in vitro и 

эффективность их криоконсервации 

3.2.1.1. Воздействие линолевой и стеариновой кислоты при 

культивировании in vitro эмбрионов домашней кошки на эффективность 

их развития 

Добавление в культуральную среду ЛК в дозе 400 мкМ не влияло 

(p>0.05) ни на развитие эмбрионов, ни на фрагментацию их ядер (Таблица 6). 
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Достоверных различий между группой ЛК и контролем по числу интерфазных 

ядер (ИЯ) и общего числа ядер (ОЯ) через 66 ч культивирования не выявлено 

(Таблица 7, Рисунок 15). Кроме того, добавление в культуральную среду 400 

мкМ СК также не влияло (p>0.05) ни на развитие эмбрионов, ни на 

фрагментацию их ядер (Таблица 8). Достоверных различий между группой СК 

и контролем по числу ядер через 66 ч культивирования не выявлено (Таблица 

9, Рисунок 16). 

Таблица 6. Общая характеристика развития эмбрионов домашней 

кошки in vitro в течение 66 ч при добавлении в культуральную среду 

линолевой кислоты 

Параметры 

Группы1 

Контроль ЛК 

Число эмбрионов 39 43 

Не развивающиеся эмбрионы (%) 1 (2.6) 4 (9.3) 

Дробящиеся эмбрионы (%) 6 (15.4) 5 (11.6) 

Морулы (%) 24 (61.5) 28 (65.1) 

Поздние морулы (%) 8 (20.5) 6 (14.0) 

Индекс фрагментации2 2.0 [0;4.2] 2.6 [0;6.1] 

Примечание: 1общее число использованных самок – 47; число повторов – 9; 

все эмбрионы были распределены между группами случайным образом; 

2число эмбрионов, взятых для подсчета индекса фрагментации, составило 32 и 

34 для контроля и группы ЛК, соответственно. ЛК - группа эмбрионов, 

полученная после воздействия линолевой кислоты. 
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Таблица 7. Влияние добавления линолевой кислоты при 

культивировании in vitro на развитие эмбрионов домашней кошки до и после 

криоконсервации 

Число ядер до криоконсервации (культивирование in vitro – 66 ч.) 

Группа Морулы Поздние морулы 

n ОЯ ИЯ  n ОЯ ИЯ 

Контроль 24 36.0 ± 2.2 31.7 ± 1.6 8 61.0 ± 2.9 58.5 ± 2.8 

ЛК 28 32.3 ± 2.2 27.4 ± 1.7 6 65.8 ± 6.2 62.0 ± 5.2 

Число ядер после криоконсервации (культивирование in vitro – 96 ч) 

Контроль 21 36.8 ± 2.9 33.9 ± 2.6 11 68.5 ± 5.3 62.6 ± 5.4 

ЛК 21 27.7 ± 2.7* 25.7 ± 1.7* 16 97.0 ± 11 91.8 ± 10.7* 

Примечание: *p < 0.05 по сравнению с контролем. n – число эмбрионов, ИЯ – 

число интерфазных ядер, ОЯ – общее число ядер. ЛК - группа эмбрионов, 

полученная после воздействия линолевой кислоты. 
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Рисунок 15. Стадии развития эмбрионов после культивирования in vitro в 

течение 66 ч без добавок (а, б, в) и с добавлением в культуральную среду 

линолевой кислоты (г, д, е). 

Примечание: стадии дробления (а, г), морулы (б, д), поздние морулы (в, 

д); окрашивание 4',6-диамидино-2-фенилиндолом (DAPI); белые стрелки – 

фрагментированные ядра; на изображениях видны многочисленные ядра 

сперматозоидов, особенно на «а» и «е»; масштаб – 50 мкм. 
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Таблица 8. Общая характеристика развития эмбрионов домашней 

кошки in vitro в течение 66 ч при добавлении в культуральную среду 

стеариновой кислоты 

Параметры 

Группы1 

Контроль СК 

Число эмбрионов 17 19 

Не развивающиеся 

эмбрионы (%) 
0 (0) 1 (5.3) 

Дробящиеся эмбрионы (%) 1 (5.9) 0 (0) 

Морулы (%) 13 (76.5) 15 (78.9) 

Поздние морулы (%) 3 (17.6) 3 (15.8) 

Индекс фрагментации2 5.6 ± 1.3 6.9 ± 1.5 

Примечание: 1общее число использованных самок – 49; число повторов – 5; 

все эмбрионы были распределены между группами случайным образом; 

2число эмбрионов, взятых для подсчета индекса фрагментации, составило 16 и 

18 для контроля и группы СК, соответственно; СК - группа эмбрионов, 

полученная после воздействия стеариновой кислоты. 
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Таблица 9. Влияние добавления стеариновой кислоты при 

культивировании in vitro на развитие эмбрионов кошки до и после 

криоконсервации 

Число ядер до криоконсервации (культивирование in vitro – 66 ч) 

Группа Морулы Поздние морулы 

n ОЯ ИЯ n ОЯ ИЯ 

Контроль 13 38.2 ± 2.4 35.0 ± 2.5 3 62.0 ± 3.5 56.7 ± 3.8 

СК 15 36.1 ± 2.2 33.1 ± 2.3 3 66.0 ± 6.0 59.7 ± 3.3 

Число ядер после криоконсервации (культивирование in vitro – 96 ч) 

Контроль 4 38.8 ± 4.1 22.3 ± 9.05 13 80.6 ± 3.5 58.9 ± 5.1 

СК 8 36.5 ± 4.0 2.5 ± 1.4* 4 54.3 ± 0.8** 3.5 ± 1.3*** 

Примечание: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 по сравнению с контролем; ИЯ – 

число интерфазных ядер, ОЯ – общее число ядер; СК - группа эмбрионов, 

полученная после воздействия стеариновой кислоты; n – число эмбрионов. 
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Рисунок 16. Стадии развития эмбрионов после культивирования in vitro 

в течение 66 ч без добавок (а, в) и с добавлением стеариновой кислоты (б, г).  

Примечание: морулы (а, б), поздние морулы (в, г); окрашивание 4',6-

диамидино-2-фенилиндолом (DAPI); белые стрелки – фрагментированные 

ядра; на изображениях видны многочисленные ядра сперматозоидов, 

особенно на «б», «в» и «г»; масштаб – 50 мкм. 



109 

 

3.2.1.2. Влияние линолевой и стеариновой кислоты на степень 

ненасыщенности и температуру фазового перехода липидов при 

культивировании эмбрионов in vitro 

Среднее отношение интенсивностей IC=C/IδCH = 0.96 ± 0.03 для 

эмбрионов, культивируемых без ЛК, а Т* = +1.6 ± 0.8 °С представлено на 

рисунке 17. Добавление 400 мкМ ЛК в культуральную среду вызывало 

достоверное увеличение (p< 0.05) степени ненасыщенности (IC=C/IδCH = 1.08 ± 

0.02), а также приводило к достоверному снижению (p < 0.01) T* на 5 градусов 

до T* = –3.6 ± 1.2 °С. Таким образом, воздействие ЛК на эмбрион значительно 

повышало степень ненасыщенности липидов и снижало T*. Добавление 400 

мкМ СК в культуральную среду вызывало достоверное снижение (p < 0.05) 

степени ненасыщенности (IC=C/IδCH = 0.74 ± 0.07), а также приводило к 

достоверному повышению (p < 0.001) T* более чем на 20 градусов, T* > +25 

°С. Таким образом, воздействие СК на эмбрион значительно снижало степень 

ненасыщенности липидов и повышало T*. 
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Рисунок 17. Степень ненасыщенности липидов (верхний график) и 

температура их фазового перехода (Т*) (нижний график) в эмбрионах 

домашней кошки.  

Примечание: соотношение интенсивностей линий, соответствующим 

колебаниям С=С связей к деформационным колебаниям CH2 группы 

(IC=C/IδCH), отражает степень ненасыщенности липидов; ЛК – эмбрионы после 

воздействия линолевой кислоты; СК – эмбрионы после воздействия 

стеариновой кислоты; круги с усами обозначают M±SEM, точки 

соответствуют каждому измеренному эмбриону; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 

0.001 по сравнению с контролем. 

3.2.1.3. Оценка общего содержания внутриклеточных липидов в 

преимплантационных эмбрионах домашней кошки 

Добавление в среду 400 мкМ ЛК и культивирование в течение 66 ч не 

влияло (p>0.05) на общее количество внутриклеточных липидов в эмбрионах 

кошек. Оценку общего содержания липидов в эмбрионах проводили от 4-5 

самок на 8 и 13 эмбрионах, соответственно. Интенсивность флуоресценции, 



111 

 

измеренная по числу фотонов, в контроле у эмбрионов, культивированных без 

добавления кислоты (18.08*106 ± 1.38*106), и в группе ЛК (16.92*106 ± 

0.97*106) достоверно не отличалась (Рисунок 18). Добавление в среду 400 мкМ 

СК и культивирование в течение 66 ч. не влияло (p>0.05) на общее количество 

липидов в эмбрионах кошек. Оценку общего содержания липидов в эмбрионах 

проводили от четырех самок на 11 и 13 эмбрионах, соответственно. 

Интенсивность флуоресценции, измеренная по числу фотонов, в контроле у 

эмбрионов, культивированных без добавления кислоты (6.4*106 [5.5*106; 

7.3*106]), и в группе СК (5.6*106 [5.2*106; 6.1*106]) не отличалась. 
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Рисунок 18. Интенсивность флуоресценции нильского красного после 66 

часов культивирования in vitro эмбрионов без добавок и с добавлением 

линолевой кислотой.  

Примечание: а – средняя интенсивность фотонов (M ± SEM); б, в – 

репрезентативные оптические срезы эмбрионов кошек, окрашенных нильским 

красным; изображения получены на конфокальном лазерном сканирующем 

микроскопе, (б – контроль; в – после воздействия линолевой кислоты); цвет 

соответствует длинам доминирующих волн окрашенных липидов; 

нейтральные липиды (триглицериды) окрашены зеленым и желтым цветом, 

полярные липиды (фосфолипиды) – красным; масштаб – 50 мкм. 
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3.2.1.4. Жизнеспособность эмбрионов с модифицированным 

липидным составом после криоконсервации 

Добавление 400 мкМ ЛК в культуральную среду не влияло (p>0.05) на 

долю эмбрионов, находящихся на разных стадиях развития, после оттаивания 

с последующим культивированием in vitro в течение 30 ч (Таблица 10). В 

полученных таким образом морулах общее число ядер было меньше (p < 0.05), 

а также было меньше интерфазных ядер (p < 0.05) после воздействия ЛК при 

культивировании in vitro по сравнению с контролем (Таблица 7). В поздних же 

морулах группы ЛК, напротив, обнаружено большее число интерфазных ядер 

(p < 0.05) по сравнению с контролем (Таблица 7, Рисунок 19). Индекс 

фрагментации не отличался (p>0.05) между группами после криоконсервации 

(Таблица 10). 

Добавление 400 мкМ СК значительно повлияло на долю эмбрионов, 

находящихся на разных стадиях развития, после оттаивания с последующим 

культивированием in vitro в течение 30 ч (Таблица 11). Доля морул, 

культивируемых с СК был достоверно больше (p < 0.05) по сравнению с 

контролем после оттаивания, в то время как число поздних морул в этой 

группе было достоверно меньше (p < 0.05) (Таблица 11). В полученных 

морулах общее число ядер не отличалось (p>0.05) между группами, однако 

число интерфазных ядер в группе СК было значительно меньше (p < 0.05) по 

сравнению с контролем (Таблица 9). В поздних морулах СК группы общее 

число ядер (p < 0.01) и число интерфазных ядер (p < 0.001) было меньше по 

сравнению с контролем (Таблица 9, Рисунок 20). Кроме того, в эмбрионах 

группы СК наблюдалась практически 100% фрагментация ядер, и индекс 

фрагментации был достоверно больше (p < 0.001) в этой группе по сравнению 

с контролем (Таблица 11). 
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Таблица 10. Общая характеристика развития эмбрионов домашней 

кошки in vitro в течение 96 ч при добавлении в культуральную среду 

линолевой кислоты и после криоконсервации 

Параметры 

Группы1 

Контроль ЛК 

Число эмбрионов 36 43 

Не развивающиеся эмбрионы (%) 3 (8.3) 4 (9.3) 

Дробящиеся эмбрионы (%) 1 (2.8) 2 (4.7) 

Морулы (%) 21 (58.3) 21 (48.8) 

Поздние морулы (%) 11 (30.6) 16 (37.2) 

Индекс фрагментации 

 (Me [Q1;Q3])2 

6.0 [3.1;11.7]     4.5 [2.0;7.7] 

Примечание: 1общее число использованных самок – 47; число повторов – 9; 

все эмбрионы были распределены между группами случайным образом; 

2число эмбрионов, взятых для подсчета индекса фрагментации, составило 32 и 

37 для контроля и ЛК, соответственно; ЛК - группа эмбрионов, полученная 

после воздействия линолевой кислоты. 
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Таблица 11. Общая характеристика развития эмбрионов домашней 

кошки in vitro в течение 96 ч при добавлении в культуральную среду 

стеариновой кислоты и после криоконсервации 

Параметры 

Группы1 

Контроль СК 

Число эмбрионов 18 13 

Не развивающиеся эмбрионы (%) 1 (5.6) 0 (0) 

Дробящиеся эмбрионы (%) 0 (0) 1 (7.7) 

Морулы (%) 4 (22.2) 8 (61.5)* 

Поздние морулы (%) 13 (72) 4 (30.7)* 

Индекс фрагментации 

 (Me [Q1;Q3])2 

23.8 [12;42.9] 97.7 [90.6;100]*** 

Примечание: 1общее число использованных самок – 49; число повторов – 5; 

все эмбрионы были распределены между группами случайным образом; 

2число эмбрионов, взятых для подсчета индекса фрагментации, составило 17 и 

12 для контроля и СК, соответственно; *p <0.05 по сравнению с контролем; ***p 

<0.001 по сравнению с контролем; СК - группа эмбрионов, полученная после 

воздействия стеариновой кислоты. 
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Рисунок 19. Развитие поздних морул после криоконсервации и 

культивирования in vitro в течение 30 ч: контроль (а) и с добавлением 

линолевой кислоты (б).  

Примечание: белые стрелки – фрагментированные ядра; масштаб – 50 

мкм. 

 

Рисунок 20. Развитие поздних морул после криоконсервации и 

культивирования in vitro в течение 30 ч: контроль (а) и с добавлением 

стеариновой кислоты (б).  

Примечание: белые стрелки – фрагментированные ядра; масштаб – 50 

мкм. 
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Глава 4. Обсуждение 

4.1. Роль липидного состава ооцитов домашней кошки в их развитии 

in vitro до и после криоконсервации 

4.1.1. Распределение жирных кислот внутри липидных гранул 

ооцитов домашней кошки при комнатной температуре 

Раннее развитие млекопитающих, в частности созревание гамет и 

дробление преимплантационных эмбрионов, является важной частью 

онтогенеза живых организмов. Липидные гранулы, как составные компоненты 

клеток, на раннем развитии принимают важную роль, так как являются 

энергетическим депо и содержат строительные блоки для биологических 

мембран (Farese, Walther, 2009; Welte, Gould, 2017). Изучение состава 

липидных гранул и его модификация имеет большое значение для 

поддержания генетического разнообразия особенно тех видов 

млекопитающих, ооциты и преимплантационные эмбрионы которых богаты 

внутриклеточными липидами, а значит в целом для зоологии.  

Для изучения липидных гранул в ооцитах домашней кошки мы 

применяли различные методы микроскопии, а также метод спектроскопии 

комбинационного рассеяния света. В нашей работе не выявлено существенных 

различий по стадиям созревания между ооцитами, которые культивировали 

без жирных кислот либо с добавлением СК или дСК (глава 3, таблица 2). Этот 

результат указывает на то, что дейтерированные метки, в частности дСК, при 

добавлении в культуральную среду, не оказывают токсического воздействия 

на развитие ооцитов домашних кошек. Таким образом, дСК можно применять 

как витальную изотопную метку в Рамановской спектроскопии для получения 

новой информации о распределении жирных кислот в клетках. Подобный 

подход с использованием спектроскопии КРС дейтерированных аминокислот 

применяли для изучения белкового метаболизма на клетках HeLa (Wei et al., 
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2015). Однако, следует отметить, что по отношению к изучению ооцитов 

млекопитающих этот подход применен впервые. С использованием 

спектроскопии КРС мы проводили оценку эффективности проникновения 

дейтерированных жирных кислот, в частности дСК, в липидные гранулы 

ооцитов домашней кошки. На вторые сутки культивирования доля проникших 

в липидные гранулы жирных кислот становится больше, однако скорость 

проникновения снижается по сравнению с первым днем культивирования 

(глава 3, рисунок 9). Возможно, менее эффективное поглощение жирных 

кислот ооцитами после двух дней культивирования связано с ограничением 

мембранного транспорта, а именно с дефицитом рецептора CD36 – 

транслоказы жирных кислот на клеточной мембране. Известно, что экспрессия 

CD36 в сердце и скелетных мышцах регулируется с помощью ядерных 

рецепторов, активируемых пероксисомным пролифератором (Peroxisome 

proliferator-activated receptor) (Glatz, Luiken, 2018). Аналогичный механизм 

регуляции можно предположить и для ооцитов. Синтез РНК в ооците 

продолжается до 2 ч перед стадией распада зародышевых пузырьков (Rodman, 

Bachvarova, 1976), т. е. прекращается в течение первых суток культивирования 

in vitro. Это приводит к снижению синтеза белка во время мейотического 

созревания ооцитов (Schultz et al., 1978), поэтому можно предположить, что 

одной из причин менее эффективного накопления дСК в ооцитах на вторые 

сутки культивирования in vitro является неспособность созревших ооцитов 

синтезировать достаточное количество белков для поглощения жирных 

кислот и усиления липидного обмена. При использовании 400 мкМ дСК 

наблюдается большее накопление жирных кислот внутри липидных гранул в 

ооцитах, чем при меньших дозировках дСК (глава 3, рисунок 9). 

Данные спектроскопии КРС свидетельствуют о том, что дСК 

включается во все липидные гранулы в ооцитах домашней кошки 

(предположительно в основном как компоненты триацилглицеринов). Такое 

распределение дСК на полученных рамановских картах (глава 3, рисунок 10б) 
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согласуется с гипотезой о синтезе триацилглицеринов на поверхности 

липидных гранул животных клеток (Wilfling et al., 2013). Нельзя также 

исключать, что дСК может накапливаться при слиянии гранул с новыми 

липидными гранулами, образующимися из эндоплазматического ретикулума. 

Установлено, что триацилглицерины, содержащие дСК, равномерно 

распределены внутри липидных гранул, в то время как концентрация липидов, 

содержащих дСК, различна между липидными гранулами (глава 3, рисунок 

10б). Такое распределение липидов, содержащих дСК, между липидными 

гранулами является отражением неэквивалентности различных липидных 

гранул в ооцитах. Липидные гранулы в различных животных клетках могут 

различаться по поверхностным белкам, полярным липидам и поверхностному 

натяжению (Thiam et al., 2013). Разброс концентрации новых липидов может 

повлиять на эксперименты по модификации липидного состава с целью 

повышения криотолерантности ооцитов. 

Спектры комбинационного рассеяния света жирных кислот 

чувствительны к фазовому состоянию липидов, поэтому жирные кислоты, 

меченные дейтерием, могут предоставить информацию о специфическом 

перераспределении липидов в липидных гранулах при криоконсервации.  

4.1.2. Распределение жирных кислот внутри липидных гранул 

ооцитов домашней кошки при замораживании 

Температура фазового перехода липидов меняется в зависимости от 

типа добавляемых в культуру жирных кислот (насыщенной дСК либо 

ненасыщенной дОК). В ооцитах, которые культивировали с добавлением дСК, 

в процессе охлаждения начало фазового перехода липидов происходит при 

температуре от 15 до 25°С (глава 3, рисунок 11). Дальнейшее охлаждение 

приводит к сосуществованию двух фаз с конформационно упорядоченными и 

неупорядоченными липидами. Снижение температуры постепенно 

увеличивает долю липидов в упорядоченном состоянии с образованием 
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доменов размером в пару микрон. Насыщенные липиды в основном находятся 

в упорядоченной фазе и распределяются на периферии липидных гранул 

(глава 3, рисунок 10в). Гипотетически избыточное распределение 

упорядоченной фазы вблизи поверхности липидных гранул может влиять на 

фазовое состояние и функциональные свойства поверхностного монослоя 

(Giraud et al., 2000). После охлаждения и при последующем нагревании 

некоторая часть насыщенных липидов внутри липидных гранул ооцитов 

остается в упорядоченном состоянии при температурах, превышающих 40°С 

(глава 3, рисунок 11), что выше даже оптимальной физиологической 

температуры для кошачьих ооцитов и эмбрионов (Herrick et al., 2019). 

Можно предположить, что липиды должны находиться в 

неупорядоченном фазовом состоянии для участия в биологических процессах, 

упорядоченное состояние липидов при физиологических условиях может 

нарушать клеточные процессы. Это может быть одним из источников 

криотравм, связанных с липидными гранулами. Однако, при исследовании 

эмбрионов домашней кошки с 66-часовым культивированием в присутствии 

СК наблюдаются признаки частичной кристаллизации липидов (глава 3, 

рисунок 17), что указывает на то, что само по себе наличие липидов в 

упорядоченном конформационном состоянии не влияет на скорость развития 

эмбрионов (глава 3, таблица 9 и 10). 

В ооцитах липиды, содержащие минимальное количество дОК, имеют 

T* в интервале 0 – 5 °С, в то время как липиды, содержащие максимальное 

количество дОК, переходят в конформационно упорядоченное состояние при 

температурах между -15 и -10 °С (глава 3, рисунок 11). Наблюдаемое 

расхождение в температурах является экспериментальным подтверждением 

того, что фракции липидов с разной степенью ненасыщенности претерпевают 

фазовый переход на разных температурах и, соответственно, на разных этапах 

замораживания клеток. В случае ооцитов, которые культивировали с 

добавлением ненасыщенной дОК, T* начинается между 0 и 5°С (глава 3, 
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рисунок 11). Это наблюдение иллюстрирует множественность и сложность 

фазовых переходов липидов в липидных гранулах, в которых состав 

упорядоченной и неупорядоченной фаз меняется с изменением температуры. 

В отличие от насыщенных липидов, ненасыщенные липиды более 

распространены в неупорядоченных фазах и располагаются в центре 

липидных гранул.  

Использование дейтерированных меток значительно упростило 

наблюдение за распределением липидов внутри липидных гранул при 

комнатной температуре и при замораживании. Исходя из полученных данных 

о влиянии ненасыщенных и насыщенных жирных кислот на температуру 

фазового перехода и расположение липидов внутри липидных гранул при 

криоконсервациии, мы модифицировали состав ооцитов и эмбрионов при 

помощи линолевой и стеариновой кислот и оценили их влияние на развитии 

клеток in vitro и эффективность их криоконсервации.  

4.1.3. Влияние линолевой и стеариновой кислот на созревание 

ооцитов домашней кошки in vitro 

В результате проведенной работы было показано, что ЛК в дозе 400 мкМ 

не влияет на дозревании in vitro ооцитов домашней кошки (глава 3, таблица 3). 

Ранее в исследованиях на разных представителях млекопитающих оценивали 

влияние ЛК или конъюгированных изомеров ЛК на дозревание ооцитов in 

vitro. Результат зависел от вида животного и применяемой дозы (Absalon-

Medina et al., 2014; Amini et al., 2016; Marei et al., 2010). В частности, 

воздействие конъюгированных изомеров ЛК в различных дозировках (50 мкМ, 

100 мкМ, 200 мкМ) не повлияло на созревание ооцитов крупного рогатого 

скота in vitro и на процент дробящихся эмбрионов и бластоцист после 

партеногенетической активации этих ооцитов (Absalon-Medina et al., 2014). 

Однако, в исследовании на ооцитах овец показано, что добавление ЛК в среду 

для созревания ооцитов имеет негативный эффект, а именно снижает процент 
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КОК с полностью экспандированным кумулюсом, а также снижает число 

зрелых ооцитов и скорость дробления, полученных из них эмбрионов. Причем 

с повышением дозировки эффект усиливается (Amini et al., 2016). Негативное 

влияние ЛК авторы связывают с увеличением экспрессии гена Bax (белок, 

ассоциированный с Bcl-2), который связан с активацией апоптоза, в 

бластоцистах, полученных в результате IVF ооцитов, которые созревали в 

среде с добавлением 200 мкМ ЛК (Amini et al., 2016). Сообщается, что 

добавление ЛК в высокой дозировке (>100 мкМ) в среду для дозревания in 

vitro ооцитов крупного рогатого скота способно изменять молекулярные 

механизмы при их дозревании, что снижает процент достижения ооцитами 

стадии MII и подавляет раннее эмбриональное развитие (Marei et al., 2010). В 

целом складывается картина, что ЛК/изомеры ЛК либо не влияют на развитие, 

либо приводят к негативным последствиям (в высоких концентрациях >100 

мкМ) при развитии ооцитов парнокопытных животных. Однако в настоящей 

работе относительно большая дозировка ЛК (400 мкМ) не оказала 

существенного влияния на дозревание in vitro ооцитов домашней кошки. 

Данные различия могут быть объяснены различным составом 

внутриклеточных липидов, а также степенью их ненасыщенности, которая у 

кошачьих ооцитов более высокая по сравнению с другими видами 

млекопитающих с богатым содержанием липидов в ооцитах, в частности, в 

сравнении со свиньями, овцами и крупным рогатым скотом (см. обзор 

Amstislavsky et al., 2019).  

Настоящее исследование показало, что ЛК не вызывает изменения 

степени ненасыщенности внутриклеточных липидов ооцитов домашней 

кошки в дозировке 400 мкМ (глава 3, рисунок 12). Однако, как показано в 

диссертационном исследовании (глава 3, рисунок 9) 24-48-часовой 

экспозиции дСК может быть достаточно для поглощения ее ооцитами. 

Отсутствие влияния ЛК на уровень ненасыщенности внутриклеточных 

липидов в ооцитах, наблюдаемое в данной работе, можно объяснить слишком 
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коротким временем воздействия ЛК на ооциты, а также различиями в 

поглощении СК и ЛК ооцитами домашней кошки. Ранее было 

продемонстрировано, что время воздействия важно для проявления эффектов 

конъюгированных изомеров ЛК: чем больше время воздействия, тем сильнее 

влияние жирных кислот на развитие ооцитов и эмбрионов крупного рогатого 

скота (Dias et al., 2020). 

При помощи спектроскопии комбинационного рассеяния света можно 

определить, как степень ненасыщенности внутриклеточных липидов, так и Т* 

липидов в ооцитах и эмбрионах разных видов млекопитающих при их 

охлаждении (Okotrub et al., 2017 and 2018). Температура фазового перехода 

липидов в ооцитах домашней кошки, которые культивировали с добавлением 

ЛК не изменилась по cравнению с контролем (глава 3, рисунок 12). Более того, 

что воздействие ЛК во время дозревания in vitro ооцитов домашних кошек не 

повлияло на их жизнеспособность после процедур замораживания-оттаивания 

(глава 3, таблица 5, рисунок 13). Причиной того, что воздействие ЛК не 

привело к изменению степени ненасыщенности внутриклеточных липидов и 

Т* в изучаемых клетках может быть слишком малая продолжительность этого 

воздействия.  

Добавление СК в среду для дозревания ооцитов in vitro, так же как в случае с 

ЛК не повлияло на развитие ооцитов (глава 3, таблица 3). Между тем, 

негативный эффект воздействия СК описан в ряде работ на ооцитах различных 

видов млекопитающих (Leroy et al., 2007; Aardema et al., 2011; Van Hoeck et al., 

2011 and 2013). Отсутствие негативного эффекта после воздействия СК на 

ооциты кошки, по всей видимости, может быть связано с защитным эффектом 

кумулюсных клеток, которые окружают ооциты на этапе их дозревания 

(Aardema et al., 2017). Это объясняется высокой экспрессией в кумулюсных 

клетках стеароил-КоА-десатуразы, которая катализирует превращение 

насыщенных жирных кислот в ненасыщенные (Aardema et al., 2017). После 

дозревания ооцитов in vitro в течение 24 ч с насыщенной СК наблюдали 



124 

 

достоверное увеличение T* (глава 3, рисунок 12). По-видимому, того 

количества СК, которое успело проникнуть в ооциты было достаточно для 

повышения T*. Между тем, несмотря на то, что после дозревания in vitro 

ооцитов с добавлением насыщенной СК T* значительно повысилась (на 10 

градусов), эффективность криоконсервации ооцитов не изменилась по 

сравнению с контрольной группой (глава 3, таблица 6, рисунок 14). Возможно 

такое повышение температуры фазового перехода не было критическим для 

жизнеспособности ооцитов. Можно предположить, что в силу более 

ненасыщенного липидного состава ооцитов, которое показано ранее (Okotrub 

et al., 2018), происходит компенсация увеличения T*, и клетка справляется с 

негативным эффектом насыщенных жирных кислот. 

4.2. Роль липидного состава преимплантационных эмбрионов 

домашней кошки в их развитии in vitro до и после криоконсервации 

4.2.1. Влияние линолевой кислоты на преимплантационные 

эмбрионы домашней кошки 

Линолевая кислота при ее добавлении в культуру in vitro в дозе 400 мкМ 

не повлияла на развитие преимплантационных эмбрионов домашних кошек 

(глава 3, таблица 7 и 8, рисунок 15). При подобной модификации липидного 

состава преимплантационных эмбрионов других видов животных, в частности 

крупного рогатого скота, влияние ЛК появляется лишь с увеличением 

концентрации. Причем с увеличением концентрации ЛК сначала 

увеличивается скорость развития эмбрионов, но при достижении слишком 

высоких значений концентрации развитие эмбрионов ухудшается (Hochi et al., 

1999). В других работах после воздействия in vitro конъюгированных изомеров 

ЛК в дозе 100 мкМ эмбрионы крупного рогатого скота развивались быстрее, 

однако, этот эффект нивелировался с увеличением времени воздействия (Dias 

et al., 2020). Лапа с соавторами (2011) показали, что добавление КЛК в среду 
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улучшает способность ооцитов крупного рогатого скота развиваться в 

эмбрионы высокого качества (Lapa et al., 2011). В нашем исследовании, 

возможно в силу видовой специфики, ЛК не являлась важным фактором, 

влияющим на ранний пренатальный онтогенез у домашних кошек, и этим 

можно объяснить отсутствие эффекта ЛК в данной дозе на развитие 

эмбрионов. 

В настоящем исследовании уровень ненасыщенности внутриклеточных 

липидов повышался у эмбрионов кошек, полученных при помощи ЭКО, в 

течение 66 ч. культивирования in vitro с ЛК (глава 3, рисунок 17). Это 

наблюдение может свидетельствовать о том, что ЛК активно проникала в 

эмбриональные клетки в течение этого времени воздействия. Полученные 

данные хорошо согласуются с результатами более раннего исследования, 

выполненного в нашей группе, в котором сообщали об аналогичном 

повышении уровня ненасыщенности внутриклеточных липидов эмбрионов 

мышей после воздействия ЛК in vitro (Igonina et al., 2021). Следует отметить, 

что в отличие от работы Игониной с соавторами (2021), в которой наряду с 

увеличением степени ненасыщенности, было отмечено повышение общего 

количества внутриклеточных липидов в клетках эмбрионов мышей после 

воздействия на них ЛК in vitro, в нашей работе общее количество 

внутриклеточных липидов в эмбрионах домашней кошки не менялось (глава 

3, рисунок 18). Отсутствие изменения общего количества внутриклеточных 

липидов в эмбрионах домашней кошки после воздействия ЛК, можно 

объяснить тем, что непрозрачность эмбрионов, связанная с интенсивным 

рассеянием света на липидных гранулах, затрудняет объемную интеграцию 

флуоресцентного сигнала для них при помощи красителя нильский красный, 

в отличие от гораздо более прозрачных эмбрионов мышей. Поэтому 

применение данной методики для определения общего количества липидов в 

эмбрионах кошачьих может быть затруднительно. 
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Фазовый переход липидов происходит в клетках при их достаточно 

медленном охлаждении. Существует гипотеза, что чем ниже T*, тем более 

ооциты и эмбрионы криотолерантны, и тем выше их жизнеспособность после 

криоконсервации (Zeron et al., 2002; Amstislavsky et al., 2019). Полученный в 

нашей работе сдвиг T*, который определялся, как отношение интенсивностей 

линий IaCH и IsCH, был аналогичен ранее описанному для ооцитов и эмбрионов 

кошек (Okotrub et al., 2018; Mokrousova et al., 2020а). Сдвиг температурной 

зависимости в сторону более низких температур наблюдался в эмбрионах 

домашней кошки, подвергавшихся воздействию ЛК (глава 3, рисунок 17). 

После 66-часового культивирования in vitro эмбрионов с 400 мкМ ЛК при 

помощи спектроскопии комбинационного рассеяния света выявлено снижение 

Т* примерно на 5 °С по сравнению с контролем, что может быть связано с 

повышением степени ненасыщенности внутриклеточных липидов. Такое 

предположение согласуется с работой Игониной с соавторами (2011), 

проведенной на эмбрионах мышей (Igonina et al., 2021). 

Понижение T* в эмбрионах кошек после воздействия ЛК во время 

культивирования in vitro привело к повышению эффективности 

криоконсервации эмбрионов, что было оценено по увеличенному числу клеток 

в развивающихся поздних морулах (глава 3, таблица 8, рисунок 19). Индекс 

ядерных фрагментаций в эмбрионах из ЛК группы после криоконсервации 

значительно не отличался от контроля. Таким образом, гипотеза о влиянии 

степени ненасыщенности и T* на эффективность криоконсервации в данном 

случае подтвердилась. Похожие положительные эффекты ЛК или изомеров 

ЛК на развитие эмбрионов после криоконсервации были показаны на крупном 

рогатом скоте (Pereira, Marques, 2008; Accorsi et al., 2016; Dias et al., 2020). В 

частности, эмбрионы после воздействия ЛК и последующей криоконсервации 

восстанавливались быстрее, чем интактные (Pereira, Marques, 2008), хотя этот 

эффект был временным, как показало последующее исследование (Accorsi et 

al., 2016). Диас с соавторами (2020) также обнаружили положительное 
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влияние ЛК на эффективность криоконсервации эмбрионов крупного рогатого 

скота (Dias et al., 2020). Также интересно, что в работе Аккорси с соавторами 

(2016) ЛК представляют, как анти-липогенный агент, так как добавление этой 

кислоты в среду для культивирования эмбрионов крупного рогатого скота 

приводило к снижению общего содержания липидов. Авторы предполагают, 

что ЛК способна изменять метаболизм эмбрионов, что может влиять на их 

развитие in vitro (Accorsi et al., 2016). Известен также эффект повышения 

криоустойчивости богатых липидами эмбрионов свиней и крупного рогатого 

скота после их делипидации (Nagashima et al., 1995; Pereira, Marques, 2008). 

Кроме того, положительное влияние ЛК на эффективность замораживания 

можно объяснить тем, что добавление в культуральную среду этой жирной 

кислоты может привести к увеличению текучести мембраны за счет прямого 

включения ЛК в липидный бислой (Hochi et al., 1999). 

Для дополнительной проверки гипотезы о влиянии степени 

ненасыщенности липидов на исход криоконсервации эмбрионов была выбрана 

стеариновая кислота, которая, в отличие от линолевой, является насыщенной 

и, соответственно, должна оказать противоположный эффект на развитие 

эмбрионов после криоконсервации. 

4.2.2. Влияние стеариновой кислоты на преимплантационные 

эмбрионы домашней кошки 

При проведении экспериментов с преимплантационными эмбрионами 

домашней кошки не было значительного влияния СК на их развитие, число 

бластомеров и индекс фрагментации (глава 3, таблица 9 и 10, рисунок 16). По 

литературным данным СК оказывает негативное влияние на развитие 

эмбрионов крупного рогатого скота при их культивировании in vitro, в 

частности, снижает число клеток в бластоцистах и повышает уровень апоптоза 

(Van Hoeck et al., 2011; Aardema et al., 2022). Такое расхождение результатов, 

полученных на домашней кошке, с литературными данными может быть 
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связано с отличиями в экспериментальном дизайне, так как в работе Ван Хоека 

с соавторами (2011) эмбрионы крупного рогатого скота культивировали в 

течение семи дней, а в работе Аардемы с соавторами (2022) – восемь дней. В 

настоящей же работе эмбрионы домашней кошки подвергались воздействию 

СК в течении лишь трех дней культивирования in vitro. Несмотря на то, что 

клетки эмбрионов крупного рогатого скота и домашней кошки богаты 

липидами, они могут отличаться по качественному составу жиров и степени 

их ненасыщенности (Amstislavsky et al., 2019). Это также может приводить к 

различным результатам. Показано, что воздействие СК в течение пяти дней на 

преимплантационные эмбрионы крупного рогатого скота приводит к 

снижению числа и размера липидных гранул, а также снижению общего 

количества липидов, что в свою очередь оказывает негативный эффект на 

развитие и качество эмбрионов до криоконсервации (Aardema et al., 2022). В 

настоящей работе не обнаружено влияния СК на общее содержание липидов в 

эмбрионах домашней кошки. Однако при помощи спектроскопии 

комбинационного рассеяния света было выявлено, что степень 

ненасыщенности липидов в эмбрионах, после культивирования in vitro с 

добавлением СК значительно снижается, в то время как упорядочивание 

липидов начинается уже при комнатной температуре, т.е. T* в эмбрионах 

после воздействия СК значительно повышается (глава 3, рисунок 17).  

В данном исследовании СК оказала негативное влияние на 

эффективность криоконсервации эмбрионов домашней кошки, что 

согласуется с результатами, полученными Шехаб-Эл-Дин с соавторами (2009), 

которые показали, что бластоцисты крупного рогатого скота, развивающиеся 

из оплодотворенных in vitro ооцитов после их дозревания in vitro с СК, были 

плохого качества и имели сниженную криотолерантность (Shehab-El-Deen et 

al., 2009). Более того, культивирование эмбрионов коров с добавлением СК в 

течение пяти дней также значительно снижало эффективность их 

криоконсервации, что было ассоциировано со снижением числа и размера 
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липидных гранул, а также снижением общего количества липидов (Aardema et 

al., 2022). 

Одним из признаков разрушения эмбрионов является наличие 

фрагментированных ядер, как проявление апоптоза клеток (Cecchele et al., 

2022). Этот процесс является эндогенным механизмом клеточной дегенерации 

и программированной гибели (Wyllie et al., 1980). Апоптоз может возникать в 

бластомерах во время культивирования эмбрионов in vitro, в частности, из-за 

субоптимальных условий (Leese et al., 1998), а также может быть активирован 

в ответ на широкий спектр провоцирующих его факторов, например, 

воздействие криопротекторов и осмотического шока в процессе 

замораживания (Marquez-Alvarado et al., 2004; Rajaei et al., 2005). Апоптоз 

характеризуется уменьшением объема цитоплазмы, выпячиванием 

цитоплазматической мембраны и перераспределением фосфолипидов внутри 

ее липидного бислоя. Для апоптоза свойственна конденсация хроматина на 

внутренней ядерной мембране, что можно обнаружить при помощи 

окрашивания ДНК специфическими флуорохромами, такими как PI или DAPI 

(Cecchele et al., 2022).  

В настоящем исследовании мы использовали окрашивание DAPI для 

обнаружения как интерфазных, так и фрагментированных ядер. В данной 

работе обнаружена практически полная гибель всех эмбрионов после 

криоконсервации, в том случае, если до криоконсервации их культивировали 

in vitro с добавлением СК в течении 66 ч, чего не наблюдали в контроле, то 

есть без воздействия СК (глава 3, таблица 11, рисунок 20). Гибель эмбрионов 

мы оценивали по увеличенному индексу фрагментации в эмбрионах, 

подвергавшихся воздействию СК до криоконсервации, по сравнению с 

контролем. Такой негативный эффект можно объяснить тем, что после 

аккумулирования клетками насыщенной жирной кислоты, температура начала 

фазовых переходов липидов значительно повышается. Более того, как мы 

показали, после оттаивания и нагревания до физиологических температур 
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некоторые насыщенные липиды остаются в упорядоченном 

конформационном состоянии (глава3, рисунок 11), а также располагаются по 

периферии липидных гранул при замораживании (глава 3, рисунок 10в), что, 

вероятно, губительно сказывается на дальнейшем развитии эмбрионов.  

Таким образом добавление СК в среду для культивирования in vitro 

эмбрионов привело к обратному эффекту в сравнении с воздействием ЛК на 

развивающиеся in vitro эмбрионы. Насыщенная СК значительно снизила 

степень ненасыщенности липидов эмбрионов домашней кошки, что в свою 

очередь, в полном соответствии с нашей гипотезой, отразилось на повышении 

T* липидов, и существенно снизило эффективность криоконсервации 

эмбрионов. 

4.3. Рекомендации по сохранению генетических ресурсов диких 

кошачьих 

Основываясь на данных, полученных по результатам диссертационного 

исследования на модельном объекте Felis silvestris catus, который относится к 

подсемейству малых кошек (Felinae) семейства кошачьих (Felidae), в данном 

подразделе будут приведены рекомендации по сохранению генетического 

разнообразия представителей Felidae, имеющих соответствующий охранный 

статус, в частности, исчезающих, уязвимых, находящихся в состоянии 

близком к угрожаемому представителей подсемейства Felinae, а также тех 

представителей этого семейства, статус которых не известен.  

Получаемые ооциты и эмбрионы могут быть разного качества и иметь 

разный липидный состав в зависимости от сезона и физиологического 

состояния животных, поэтому первым шагом на пути реализации программы 

сохранения генетического материала исчезающих представителей Felinae 

предлагается проверить степень ненасыщенности липидов в эмбрионах 

кошачьих при помощи метода КРС перед их замораживанием. Рамановская 

спектроскопия является неинвазивной методикой, которая позволяет 
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определять интенсивность колебаний связей молекул, содержащихся в живых 

объектах. В исследовании Переведенцевой с соавторами (2019) 

продемонстрировано, что после получения спектров КРС от двухклеточных 

эмбрионов мышей не было обнаружено негативного влияния данной 

процедуры, и впоследствии эмбрионы развивались в бластоцисты хорошего 

качества (Perevedentseva et al., 2019). Таким образом, существует возможность 

получать спектры КРС от липидного вклада в эмбрионах кошачьих и изучать 

степень их ненасыщенности без потери ценного материала, полученного от 

диких и находящихся под угрозой исчезновения кошачьих.  

Степень ненасыщенности липидов в эмбрионах различных 

представителей Felinae не изучена, поэтому предлагается изначально 

ориентироваться на степень ненасыщенности липидов в эмбрионах домашней 

кошки. Мы показали, что в контрольной среде без добавления жирных кислот, 

показатель степени ненасыщенности липидов в эмбрионах домашней кошки 

равен 0.96 ± 0.03, а после культивирования с добавлением линолевой кислоты 

он значительно повышался и составлял 1.08 ± 0.02. Если показатель степени 

ненасыщенности липидов в эмбрионах диких представителей Felinae 

приближен к последнему значению, то предлагается заморозить эмбрионы в 

таком состоянии. Однако, несмотря на то, что домашняя кошка является 

близкородственным видом и относится к подсемейству малых кошек, 

качественный состав липидов в эмбрионах может варьировать от вида к виду, 

поэтому экспериментальный подбор необходимого значения степени 

ненасыщенности липидов может присутствовать для каждого конкретного 

вида.  

Если степень ненасыщенности липидов того или иного представителя 

Felinae низкая, то вторым шагом на пути к успешной криоконсервации 

генетического материала диких преставителей кошачьих может стать 

модификация липидного состава ооцитов и эмбрионов, получаемых от 

животных, в сторону их большей ненасыщенности. Для достижения этой цели 
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существует два способа: первый – модификация липидного состава in vivo, т.е. 

использование специальной диеты, обогащенной ненасыщенными жирами, и 

второй – модификация липидного состава in vitro. 

В работе Брусенцева с соавторами (2019) показано, что диета с 

повышенным содержанием жиров влияет на общее содержание липидов в 

зрелых ооцитах мышей. Кроме того, диета с добавлением полиненасыщенных 

жирных кислот улучшала качество ооцитов овец, целостность их мембран 

после охлаждения (Zeron et al., 2002). Кроме того, обогащенная 

полиненасыщенными жирными кислотами диета приводила к увеличению 

доли полученных in vitro бластоцист высокого качества у крупного рогатого 

скота (Freret et al., 2019).  Однако в данных работах (Zeron et al., 2002; 

Брусенцев и др., 2019) не обнаружено влияния диеты на состав липидов в 

ооцитах, в частности, на степень их ненасыщенности. Кроме того, не 

встречается работ о влиянии диеты, обогащенной ненасыщенными жирами, на 

качество эмбрионов млекопитающих, все работы такого рода до сих пор 

проводили лишь на ооцитах. Известно, что для семейства Felidae содержание 

домашних кошек на диете с повышенным содержанием полиненасыщенных 

жирных кислот сопровождалось возрастанием концентрации жирных кислот 

в сыворотке крови, а также приводила к снижению содержания кальция и 

кристаллов оксалатов в моче домашних кошек, что способствовало снижению 

риска развития мочекаменной болезни (Hall et al., 2017). Также на состав крови 

может оказывать место обитания животных, как показано в исследовании 

Хванга с соавторами (2016) на одичавших кошках (Hwang et al., 2016). Однако 

ничего не известно о влиянии жиров, поступающих с пищей, на липидный 

состав ооцитов и преимплантационных эмбрионов кошачьих. 

Модифицировать диету в условиях дикой природы у таких хищников, 

как кошачьи, представляется достаточно проблематичным. Рацион диких 

кошачьих варьирует в зависимости от их размеров. Большие кошки такие как 

львы и тигры, охотятся, преимущественно, на крупных млекопитающих, 
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причем только 2-3 вида составляют основную часть их рациона. В рационе 

кошачьих среднего размера таких как пума, снежный барс и леопард в рационе 

присутствует большее количество различных видов. Малые кошачьи охотятся 

на мелких млекопитающих, птиц, рептилий, амфибий и насекомых (Lamberski, 

2015). Соответсвенно, у каждого преставителя семейства свои особенности и 

пищевые привычки, на которые крайне сложно повлиять.  

Рационы кошачьих, находящихся в неволе разрабатываются на основе 

рекомендаций диетологов, в частности, диетологов Европейской ассоциации 

зоопарков и аквапарков (European Association of Zoos and Aquaria (EAZA) 

Nutrition Group). Такие прогаммы обеспечивают сбалансированную по 

питательным веществам диету, которая разумно стимулирует естественное 

пищевое поведение, является практичным и экономичным (Lamberski, 2015). 

Большинство кошачьих, содержащихся в неволе, получают сбалансированные 

диеты. Такой рацион может быть дополнен мясными тушами. Если мышечное 

мясо или субпродукты составляют основную часть рациона, могут 

потребоваться дополнительные добавки, включая кальций (Lamberski, 2017). 

В зоопарках обычно внимательно подходят к кормлению животных, т.е. 

учитывают их физиологическое состояние, беременность, лактацию, а также 

индивидуальные особенности животного, возрастные и половые различия 

(Кормление диких животных, 2006). В зависимости от сезона меняется и 

количество потребляемой пищи. Например, у самок манула (O. manul) в конце 

лета – осенью масса тела интенсивно увеличивается. Это связано с 

физиологической особенностью этого вида – накопление жира, которое 

следует рассматривать как приспособление организма к терморегуляции, 

обеспечивающее зимой снижение теплоотдачи и расхода энергии. К концу 

зимы (февраль), после гона у животных наблюдается некоторое снижение 

массы тела. По окончанию гона (февраль) потребность в кормах у самок 

значительно ниже по сравнению с самцами (Кормление диких животных, 

2006). Таким образом рацион кошачьих, содержащихся в неволе, 
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соответствует четким рекомендациям и согласуется с физиологическим 

состоянием животных. Таким образом, существенно менять диету с целью 

модификации липидного состава ооцитов и эмбринов может представляться 

проблематичным. Более того, даже при содержании животных на диетах с 

разным составом липидов, в частности, ненасыщенных, благодаря сложным 

механизмам поддержания гомеостаза, сложно поменять состав ооцитов in vivo 

(Zeron et al., 2002; Брусенцев и др., 2019). 

Альтернативным способом модификации липидного состава ооцитов и 

эмбрионов является культивирование их с добавлением ненасыщенных 

жирных кислот, непосредственно перед замораживанием. Наши результаты, 

представленные в данной диссертации, свидетельствуют, что 

многообещающим и перспективным способом является получение эмбрионов 

in vitro путем ЭКО и затем их культивирование с добавлением жирных кислот. 

В качестве источника ненасыщенных жиров могут выступать линолевая 

кислота, которая использована в нашей работе, а также олеиновая кислота, 

которую применяли для этих целей в работе других исследователей на 

крупном рогатом скоте (Aardema et al., 2011; Fayezi et al., 2018; Karasahin et al., 

2019). Культивирование с жирными кислотами может занять минимум трое 

суток (как было в нашем исследовании), но в случае диких животных также 

важно провести экспериментальный подбор времени культивирования с 

учетом специфики каждого конкретного вида кошачьих. После данной 

процедуры эмбрионы могут быть заморожены и помещены в криобанк с целью 

консервации генетических ресурсов. 
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Заключение 

Криоконсервация гамет и преимплантационных эмбрионов является 

одним из важных методов сохранения генетического разнообразия животных. 

Между тем, в настоящее время нет эффективных протоколов криоконсервации 

ооцитов и эмбрионов диких видов кошачьих. Кроме того, до настоящего 

исследования не было известно, каким образом, происходит, в процессе 

замораживания, повреждение ооцитов и эмбрионов, богатых 

внутриклеточными липидами.  

В данной работе, при помощи жирных кислот, меченых дейтерием, и 

Рамановской спектроскопии изучено распределение липидов (при комнатной 

температуре и при замораживании) внутри липидных гранул ооцитов 

домашней кошки (Felis silvestris catus).  

Впервые сделана попытка направленно модифицировать липидный 

состав ооцитов и преимплантационных эмбрионов домашней кошки при 

помощи ненасыщенной линолевой кислоты и насыщенной стеариновой 

кислоты. В ходе диссертационной работы подтверждена гипотеза о том, что 

степень ненасыщенности липидов играет важную роль в криоустойчивости 

ооцитов и эмбрионов домашней кошки. При помощи спектроскопии 

комбинационного рассеяния света было показано, что добавление в 

культуральную среду ненасыщенной ЛК приводит к значительному 

повышению степени ненасыщенности липидов в преимплантационных 

эмбрионах домашней кошки, а добавление насыщенной СК к достоверному 

снижению степени ненасыщенности липидов без изменения общего 

содержания липидов. Такого эффекта не обнаружено на ооцитах домашней 

кошки, что возможно связано с меньшим временем воздействия жирных 

кислот, а также с различным метаболизмом липидов в ооцитах и эмбрионах. 

Повышение степени ненасыщенности липидов в эмбрионах после влияния ЛК 

привело к снижению T*, что положительно отразилось на криотолерантности 

эмбрионов. Снижение степени ненасыщенности липидов в эмбрионах под 
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воздействием СК, наоборот, повысило T* и снизило эффективность 

криоконсервации эмбрионов.  

Впервые продемонстрированная зависимость эффективности 

криоконсервации ооцитов и эмбрионов домашней кошки от степени 

ненасыщенности их внутриклеточных липидов может внести важный вклад в 

фундаментальную и прикладную криобиологию. Полученные результаты 

являются важными для понимания роли липидов в развитии ооцитов и 

преимплантационных эмбрионов представителей Felidae: Felinae и, в 

частности, домашней кошки (Felis silvestris catus), а также с точки зрения 

сохранения биоразнообразия, так как помогут разработке новых протоколов 

криоконсервации эмбрионов диких кошачьих.  

В качестве рекомендаций по реализации программ сохранения 

генетического разнообразия диких представителей кошачьих, в том числе 

разводимых в неволе представителей малых кошек (Felinae), предлагается 

измерять степень ненасыщенности липидного состава получаемых 

преимплантационных эмбрионов, и, в зависимости от результата, возможно, 

применять дополнительное культивирование in vitro с добавлением 

ненасыщенных жирных кислот. Эмбрионы с достаточно высоким показателем 

степени ненасыщенности липидов могут быть более успешно 

криоконсерваированы и помещены в криобанк для сохранения генетического 

разнообразия соответствующего вида или подвида малых кошек. 
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Выводы 

Основные результаты работы отражены в следующих пунктах: 

1. Дейтерированные жирные кислоты проникают в липидные гранулы 

ооцитов домашней кошки и распределяются внутри них равномерно при 

комнатной температуре, а при охлаждении до – 25°C более насыщенные 

липиды располагаются по периферии липидных гранул, в то время как более 

ненасыщенные липиды располагаются по центру липидных гранул.  

2. Воздействие в ходе культивирования in vitro 400 мкМ ненасыщенной 

линолевой кислоты либо 400 мкМ насыщенной стеариновой кислоты 

приводит к увеличению (на 12,5%) и снижению (на 23%), соответственно, 

степени ненасыщенности внутриклеточных липидов в преимплантационных 

эмбрионах, но не влияет на степень ненасыщенности липидов ооцитов 

домашней кошки. 

3. Добавление 400 мкМ ненасыщенной линолевой либо 400 мкМ 

насыщенной стеариновой кислот в процессе дозревания ооцитов и 

культивирования преимплантационных эмбрионов домашней кошки не 

влияет на их развитие in vitro при физиологических температурах. 

4. Добавление 400 мкМ линолевой кислоты в культуральную среду 

приводит к снижению температуры фазового перехода липидов в 

преимплантационных эмбрионах (на 5ºС), но не ооцитах домашней кошки при 

их охлаждении; добавление же 400 мкМ стеариновой кислоты в 

культуральные среды приводит к повышению температуры фазового перехода 

липидов как в ооцитах (на 11ºС), так и в эмбрионах домашней кошки (>20ºС). 

5. Добавление 400 мкМ линолевой кислоты в культуральную среду не 

повлияет на эффективность криоконсервации ооцитов, но приводит к 

повышению эффективности криоконсервации преимплантационных 
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эмбрионов домашней кошки, которую оценивали по увеличению числа 

интерфазных ядер в поздних морулах. Добавление 400 мкМ стеариновой 

кислоты в культуральную среду не влияет на эффективность криоконсервации 

ооцитов, но приводит к снижению эффективности криоконсервации 

эмбрионов, которую оценивали по снижению как общего числа ядер, так и 

интерфазных ядер, а также по увеличению процента фрагментированных ядер. 
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Список сокращений 

CPS – cryoprotectant solution (криопротекторная смесь) 

CSCM-C – continuous single culture vedium – complete (среда для непрерывного 

культивирования - полная) 

DAPI – 4′,6-diamidino-2-phenylindole (4',6-диамидино-2-фенилиндол) 

EN – endangered (вымирающие) 

FAPB – fatty acid-binding protein (белок, связывающий жирные кислоты) 

FDA – fluorescein diacetate (флуоресцеин диацетат) 

FWHM – full width at half maximum (ширина на полувысоте пика) 

GV – germinal vesicle (зародышевый пузырек) 

GVBD – germinal vesicle breackdown (распад зародышевых пузырьков) 

HEPES – 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (4-(2-

гидроксиэтил)-1 пиперазинэтансульфоновая кислота) 

ICSI (ИКСИ) – intracytoplasmic sperm injection (интрацитоплазматическая 

инъекция сперматозоида) 

IVC – in vitro culture (культивирование in vitro) 

IVF – in vitro fertilization (оплодотворение in vitro) 

IVM – in vitro maturation (дозревание in vitro) 

IUCN – International Union for Conservation of Nature (международный союз 

охраны природы) 

LC – least concer (вызывающие наименьшее опасение) 
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MI – метафаза I 

M II – метафаза II 

NT – near thereatened (близкие к уязвимому положению)  

PB – polar body (полярное тело) 

PBS – phosphate-buffered saline (фосфатно-солевой буфер) 

PI – propidium iodide (пропидий йодид) 

T* – температура фазового перехода липидов 

TMRM – tetramethylrhodamine (тетраметилродамин) 

VU – vulnerable (уязвимые) 

БСА – бычий сывороточный альбумин 

ГВ – герминальный везикул 

ДМСО – диметилсульфоксид 

дОК – дейтерированная олеиновая кислота 

дСК – дейтерированная стеариновая кислота 

ИЯ – интерфазные ядра 

КОК – кумулюс-ооцитный комплекс 

КРС – комбинационное рассеяние света 

ЛК – линолевая кислота 

ОЯ – общее число ядер 
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ПГ – пропиленгликоль 

СК – стеариновая кислота 

ФПЛ – фазовый переход липидов 

ФСГ – фолликулостимулирующий гормон 

ХГЧ – хорионический гонадотропин человека 

ЭГ – этиленгликоль 

ЭКО – экстракорпоральное оплодотворение 

ЭПР – эндоплазматический ретикулум 
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Приложение 1 

Таблица 12. Таксономия семейства кошачьих (Mammalia: Carnivora, Felinidae), 

характеристики видов и охранный статус (по Kitchener et al., 2017 и IUCN, 

2022) 

Виды Масса, 

кг 

Ареал 

обитания 

Статус Численность 

Род Кошки – Felis 

Барханный кот – F. margarita 1.3-2.4 Северная 

Африка, 

Аравия, Азия 

LC – 

Лесной кот – F. silvestris 

 

5-8 Европа, 

Африка, Азия 

LC  

Черноногая кошка – F. nigripis 

 

1.3-2.3 Южная 

Африка 

VU  

Китайская кошка – F. bieti 

 

4.5-5.9 Китай, 

Монголия 

VU  

Камышовый кот – F. chaus 

 

3-16 Северная 

Африка, 

Индокитай, 

Шри-Ланка 

LC  

Род Пантера – Panthera  

Тигр – P. tigris 65-306 Азия EN  

Леопард – P. pardus 23-91 Африка, Азия VU  

Ягуар – P. onca 30-121 Южная 

Африка, 

центральная 

Америка 

NT  

Ирбис – P. uncia 25-75 Азия VU  

Лев – P. leo 120-250 Африка, Азия VU  

Род Южноамериканские кошки – Leopardus 

Оцелот – L. pardalis 8-18 Американски

е континенты 

LC  
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Продолжение таблицы 12 

Виды Масса, кг Ареал 

обитания 

Статус Численность 

Онцилла – L. tigrinus 1.5-3 Центральная, 

Южная 

Америка 

VU  

Андская кошка – L. jacobita Около 4 Южная 

Америка 

EN  

Пампасская кошка – L. colocolo 3-7 Центральная, 

Южная 

Америка 

NT  

Длиннохвостая кошка – L. wiedii 2.6-4 Центральная, 

Южная 

Америка 

NT  

Кошка Жоффруа – L. geoffroyi 2-5 Южная 

Америка 

LC  

Южный Тигровый кот – L. guttulus 1.9-2.4 Южная 

Америка 

VU  

Чилийская кошка – L. guigna 2-2.5 Южная 

Америка 

VU  

Род Рыси – Lynx 

Рыжая рысь – L. rufus 4-18 Северная 

Америка 

LC  

Пиренейская рысь – L. pardinus 9-27 Юг Европы EN  

Обыкновенная рысь – L. lynx 18-30 Европа, Азия LC  

Канадская рысь – L. canadensis 8-18 Северная 

Америка 

LC  

Род Восточные кошки – Prionailurus 

Кошка-рыболов – P. viverrinus 5-16 Южная, Юго-

Восточная 

Азия 

VU  

Бенгальская кошка – P. bengalensis 3-7 Южная, 

Восточная 

Азия 

LC  
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Продолжение таблицы 12 

Виды Масса, кг Ареал 

обитания 

Статус Численность 

Ржавая кошка – P. rubiginosus 0.9-1.6 Индия, 

Шри-Ланка 

NT  

Сумантранская кошка – P. planiceps 1.5-2.5 Борнео, 

Суматра, 

Малайя 

EN  

Род Каракалы – Caracal 

Каракал – C. caracal 9-18 Африка, 

Арабия, 

Азия 

LC – 

Золотая кошка – C. aurata 5.5-16 Западная, 

Центральная 

Африка 

VU  

Род Гепарды – Acynonyx 

Гепард – C. jubatus 35-72 Африка, 

Средний 

Восток 

VU  

Род Дымчатые леопарды – Neofelis 

Дымчатый леопард – N. nebulosa 15-23 Азия VU  

Борнейский дымчатый леопард – N. 

diardi 

15-30 Азия VU  

Род Сервалы – Leptailurus 

Сервал – L. serval 7-18 Африка LC  

Род Катопумы - Catopuma 

Калимантанская кошка – С. badia 3-4 Борнео EN  

Кошка Темминка – C. temminckii 9-16 Юго-

восточная 

Азия 

NT  

Род Pardofelis 
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Продолжение Таблицы 12 

Примечание:  

LC – least concern (вызывающие наименьшее опасение), NT – near threatened 

(близкие к уязвимому положению), VU – vulnerable (уязвимые), EN – 

endangered (вымирающие) 

 

Мраморная кошка – P. marmorata 2-5 Южная, 

Юго-

восточная 

Азия 

NT  

Род Манулы – Otocolobus 

Манул – O. 

manul 

2.5-4.5 От Ирана до 

Китая 

LC  

Род Herpailurus 

Ягуарунди – H. 

yagouarundi  

3.5-10 Американские 

континенты 

LC  

Род Пумы – Puma 

Пума – P. 

concolor 

29-100 Американские 

континенты 

LC  


