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Аннотация. В статье представлены результаты исследований по изу-

чению эффективности криоконсервации эмбрионов, полученных in vitro с ис-

пользованием стандартных методов криоконсервации, используемых для за-

мораживания эмбрионов in vivo. Как показал анализ полученных данных, крио-

консервация эмбрионов, полученных in vitro по традиционным методикам. 

значительно снижает жизнеспособность зародышей после оттаивания по 

сравнению с эмбрионами in vivo. Так, при с использовании в качестве криопро-

тектора глицерина сохранность зародышей в целом составила 54,2-68,0 %, 

при использовании этиленгликоля – 56,6-62,1 %, в то же время эмбрионы in 

vivo, как показывает практика, остаются пригодными для пересадки после 

оттаивания в 98-100 % случаев. При использовании этиленгликоля сохран-

ность эмбрионов отличного качества составила 56,9 %, а хорошего – 55,5 %. 

Поздние бластоцисты сохранились в 53,5 % случаев, а экспандированные в 

60,0 %. При использовании глицерина сохранность эмбрионов на стадии позд-

ней бластоцисты оказалась на 4,7 п. п. выше, по сравнению с бластоцистами 

экспандированными, а эмбрионы отличного качества показали сохранность на 

25,3 п.п. выше, чем  эмбрионы хорошего качества. 
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Summary. The article presents the results of research on the effectiveness of 

cryopreservation of embryos obtained in vitro using standard cryopreservation 

methods used for freezing embryos in vivo. According to the analysis of the obtained 

data, cryopreservation of embryos obtained in vitro using traditional methods signif-

icantly reduces the viability of embryos after thawing compared to in vivo embryos. 

Thus, when using glycerol as a cryoprotector, the safety of embryos in General was 

54,2-68,0 %, when using ethylene glycol 56,6-62,1 %, while in vivo embryos, as 

practice shows, remain suitable for transplantation after thawing in 98-100 % of 

cases. When using ethylene glycol, the safety of embryos of excellent quality was 

56,9 %, and good 55,5 %. Late blastocysts were preserved in 53,5 % of cases, and 

expanded blastocysts in 60.0 %. When using glycerol, the safety of embryos at the 

late blastocyst stage was 4,7 PP. higher in comparison with expanded blastocysts, 

and embryos of excellent quality showed preservation by 25,3 p. p. higher, compared 

with embryos of good quality. 

(Поступила в редакцию 01.06.2020 г.) 

Введение. Первая успешная криоконсервация эмбрионов млеко-

питающих была проведена Whitingham et. аl. в 1972 г. [6]. С тех пор 

заморозка зародышей стала неотъемлемой составляющей технологии 

трансплантации эмбрионов, полученных как с использованием гормо-

нальной стимуляции суперовуляции (in vivo), так и полученных в 

культуре in vitro. 

Возможность долговременного хранения зародышей при низких 

температурах позволила значительно удешевить, упростить и повысить 

эффективность использования лучших мировых генетических ресурсов 

за счет импорта-экспорта не животных, а эмбрионов, послужила пред-

посылкой создания и сохранения генофонда редких и исчезающих по-

род, внесла в работу по трансплантации элемент планирования [1]. 

Однако эффективность метода по-прежнему во многом определя-

ется визуальной оценкой морфологического состояния их отдельных 

структур, использующихся криопротекторов и криочувствительностью 

самих клеток. Как показали научные исследования и практический 

опыт, эмбрионы, полученные в культуре in vitro при использовании 

обычных методов криоконсервации, показали более высокую чувстви-

тельность к снижению температуры и снижали выживаемость после 

оттаивания по сравнению со своими аналогами in vivo. Pollard J. W. и 

Leibo S. P. [4] отмечают, что эмбрионы in vitro не способны выдержать 

процесс криоконсервации также хорошо, как эмбрионы in vivo. Как 

позднее было установлено, причиной этому является избыточное 

накопление липидов в структурах клетки в процессе культивирования 

вне организма, которые нарушают процесс кристаллизации в процессе 

замораживания, что и приводит к необратимым повреждениям и гибе-

ли клетки [3, 5]. В связи с изложенным выше, исследования, направ-
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ленные на повышение сохранности и выживаемости эмбрионов in vitro 

в процессе их криоконсервации и последующего оттаивания, должны 

лежать в области физико-химических процессов происходящих в 

структурах клетки на протяжении этого периода [2, 3]. 

Цель работы – изучить выживаемость эмбрионов после криокон-

сервации с учетом их стадии развития и качества, а также используе-

мых криопротекторов и способа оттаивания. 

Материал и методика исследований. Трансвагинальная пунк-

ция фолликулов проводилась с использованием ультразвуковой систе-

мы Aloka SSD 500. Локализацию ооцит-кумулюсных комплексов про-

водили с помощью эмбрионального фильтра «EMCON», поиск и оцен-

ку качества полученных ооцитов осуществляли под микроскопом 

«Olympus» при 16- и 90-кратном увеличении, соответственно. В каче-

стве основной питательной среды для созревания ооцитов использова-

ли ТСМ 199, для культивирования ранних зародышей – ТСМ 199 и 

SOF с добавлением бикарбоната и пирувата натрия, а также гентами-

цина. В качестве средовых факторов служили эстральная и фетальная 

сыворотка в концентрации 15 %, а также фолликулостимулирующие 

гормоны. Подготовку спермы к оплодотворению проводили с исполь-

зованием методик Swim Up и градиента Перколл. Криоконсервацию 

эмбрионов проводили с использованием этиленгликоля в концентра-

ции 1,5; 1,8; 3,6 М (моль) и глицерин в концентрации 10 % и 1,4 М. 

Оттаивание эмбрионов проводилось в соответствии с поставленными 

задачами. При криоконсервации учитывались стадия развития и каче-

ство эмбрионов. 

Результаты исследований и их обсуждение. В своих исследова-

ниях мы изучали возможность криоконсервации бластоцист, получен-

ных in vitro по традиционным методикам с использованием программ-

ного  замораживателя. В качестве криопротекторов служили эти-

ленгликоль и глицерин в разных концентрациях. Результаты, получен-

ные в ходе исследований, представлены в таблицах 1 и 2. 

Таблица 1 – Эффективность криоконсервации  эмбрионов in vitro 

в этиленгликоле 

Концентрация 

этиленгликоля 

Заморожено 

эмбрионов 

Оттаяно 

эмбрионов 

Сохранило жизне-

способность 

Уровень 

сохранности 

1,5 М 27 27 16 59,6 

1,8 М 29 29 18 62,1 

3,6 М 27 27 13 48,1 

ИТОГО 83 83 47 56,6 

Из анализа приведенных в таблице 1 данных видно, что более вы-

сокие результаты по сохранности получены при использовании эти-

ленгликоля в концентрации 1,5 и 1,8 М. Сохранность клеток при этом 
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составила 59,6 и 62,1 % соответственно, что на 11,5 и 14,0 п. п. выше 

по сравнению с концентрацией криопротектора 3,6 М, но в целом со-

хранность оказалась на достаточно низком уровне по сравнению с за-

морозкой эмбрионов, полученных в результате гормональной стимуля-

ции суперовуляции, сохранность которых, как правило, составляет в 

пределах 100 %. 

Что касается эффективности криоконсервации эмбрионов в зави-

симости от стадии их развития и качества (таблица 2), здесь следует 

отметить то, что в целом сохранность эмбрионов отличного качества 

составила 56,9 %, а хорошего – 55,5 %. Поздние бластоцисты сохрани-

лись в 53,5 % случаев, а экспандированные – в 60,0 %. При этом свое 

качество после оттаивания сохранили 8,1 % отличных эмбрионов, 

60,0 % хорошего качества, 13,0 % поздних бластоцист и 25,0 % экс-

пандированных. Поздние бластоцисты лучше всего сохранялись в 

1,8 М этиленгликоле (62,5 %), а экспандированные – в 1,5М (66,7 %). 

Таблица 2 – Эффективность криоконсервации эмбрионов в 

этиленгликоле в зависимости от стадии развития и качества 
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1 2 3 4 5 6 7 

1,5 М эти-

ленгликоль 

Бластоциста поздняя 
отл. 14 14 8-57,1 0 

хор. 1 1 0 0 

Итого 15 15 8-53,3 0 

Бластоциста экспан-

дированная 

отл. 7 7 4-57,1 0 

хор. 5 5 4-80,0 3 

Итого 12 12 8-66,7 3-37,5 

ИТОГО 27 27 16-59,5 3-18,7 

1,8 М эти-

ленгликоль 

Бластоциста поздняя 
отл. 14 14 8-57,1 2 

хор. 2 2 2-100 0 

Итого 16 16 10-62,5 2-20,0 

Бластоциста экспан-

дированная 

отл. 11 11 7-63,6 0 

хор. 2 2 1-50,0 0 

Итого 13 13 8-61,5 0 

ИТОГО 29 29 18-62,1 2-11.1 

3,6 М эти-

ленгликоль 

Бластоциста поздняя 
отл. 7 7 4-57,1 0 

хор. 5 5 1-20,0 1 

Итого 12 12 5-41,7 1-20,0 

Бластоциста экспан-
дированная 

отл. 12 12 6-50,0 1 

хор. 3 3 2-66,7 2 

Итого 15 15 8-53,3 3-37,5 

ИТОГО 27 27 13-48,1 4-57,1 
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Продолжение таблицы 2 
1 2 3 4 5 6 7 

ВСЕГО 

Бластоциста поздняя 
отл. 35 35 20 2 

хор. 8 8 3 1 

Итого 43 43 23-53,5 3-13,0 

Бластоциста экспан-

дированная 

отл. 30 30 17 1 

хор. 10 10 7 5 

Итого 40 40 24-60,0 6-25,0 

Эмбрионов всего 83 83 47-56,6 9-19,1 

В т. ч. 

отличных 65 65 37-56,9 3-8,1 

хороших 18 18 10-55,5 6-60,0 

Бл II 43 43 23-53,5 3-13,0 

Бл Ш 40 40 24-60,0 6-25,0 

При использовании глицерина, как правило, насыщение им эм-

брионов, проводится в одну или четыре ступени, с повышением кон-

центрации, а выведение в три ступени, с понижением концентрации. В 

своих исследования по криоконсервации эмбрионов, полученных в 

культуре in vitro, мы дополнительно использовали одномоментное 

насыщение и одномоментное удаление криопротектора. 

Результаты исследований по изучению эффективности криокон-

сервации эмбрионов in vitro в глицерине представлены в таблице 3. 

Таблица 3 – Эффективность криоконсервации эмбрионов in vitro в 

глицерине 

К
о
н

ц
ен

тр
ац

и
я 

гл
и

ц
ер

и
н

а 

Н
ас

ы
щ

ен
и
е 

кр
и
оп

ро
те

кт
ор

ом
 

У
д

ал
ен

и
е 

к
р
и

о
п

р
о

те
к
то

р
а 

З
ам

о
р
о

ж
ен

о
 

эм
б

р
и

о
н

о
в
 

О
тт

ая
н

о
 

эм
б

р
и

о
н

о
в
 

С
ох

ра
н
и
ло

 

ж
и
зн

ес
п
о
со

бн
ос

ть
 

У
р

о
в
ен

ь
 

со
х

р
ан

н
о
ст

и
 

10 % 1-ступеньчатое 1-ступеньчатое 24 24 13 54,2 

1,4 М-а 1-ступеньчатое 3-ступеньчатое 22 22 11 50,0 

1,4 М-в 4-ступеньчатое 3-ступеньчатое 25 25 17 68,0 

Как показывают представленные данные таблицы 3, сохранность 

оказалась несколько ниже у эмбрионов, насыщение криопротектором 

которых проходило в одну ступень, а его выведение в три: 50,0 % про-

тив 54,2 и 68,0 %, при 1-ступеньчатом насыщении и выведении и 4-

ступеньчатом насыщении и 3-ступеньчатом удалении соответственно. 

Эффективность криоконсервации эмбрионов в глицерине в зави-

симости от стадии развития и качества представлена в таблице 4. 

Из данных таблицы 4 видно, что эффективность криоконсервации 

эмбрионов на стадии поздней бластоцисты оказалась на 4,7 п. п. выше 

по сравнению с бластоцистами экспандированными, а эмбрионы от-

личного качества показали сохранность на 25,3 п. п. выше по сравне-

нию с эмбрионами хорошего качества. При этом из сохранивших жиз-
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неспособность свое качество после оттаивания сохранили 15,8 % позд-

них бластоцист, 12,0 % экспандированных, 5,9 % эмбрионов отличного 

качества и 40,0 % эмбрионов хорошего качества. Остальные эмбрионы 

свое качество после оттаивания снижали. 

Таблица 4 – Эффективность криоконсервации эмбрионов в 

глицерине в зависимости от стадии развития и качества 
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Глицерин 10 % 

Бластоциста позд-
няя 

отл. 7 7 5 0 

хор. 4 4 1 1 

Итого  11 11 6-54,5 1-16,7 

Бластоциста экс-

пандированная 

отл. 12 12 7 1 

хор. 1 1 0 0 

Итого 13 13 7-53,8 1-14,3 

ИТОГО 24 24 13-54,2 2-15,4 

Глицерин 

1,4 М-а 

Бластоциста позд-

няя 

отл. 12 12 5 0 

хор. 1 1 0 0 

Итого 13 13 5-38,5 0 

Бластоциста экс-

пандированная 

отл. 7 7 4 0 

хор. 2 2 2 2 

Итого 9 9 6-66,7 2-33,3 

ИТОГО 22 22 11-50,0 2-18,2 

Глицерин 

1,4 М-в 

Бластоциста позд-

няя 

отл. 10 10 7 1 

хор. 2 2 1 1 

Итого 12 12 8-66,7 2-25,0 

Бластоциста экс-
пандированная 

отл. 10 10 6 0 

хор. 3 3 3 2 

Итого 13 13 9-69,2 2-22,2 

ИТОГО 25 25 17-68,0 4-23,5 

ВСЕГО 

Бластоциста позд-

няя 

отл. 29 29 17 1 

хор. 7 7 2 2 

Итого 36 36 19-52,8 3-15,8 

Бластоциста экс-
пандированная 

отл. 29 29 17 1 

хор. 23 23 8 2 

Итого 35 52 25-48,1 3-12,0 

Эмбрионов всего 71 71 44-62,0 6-13,6 

В т. ч. 
отличных 58 58 34-58,6 2-5,9 

хороших 30 30 10-33,3 4-40,0 

Заключение. Таким образом, как показал анализ полученных ре-

зультатов, установлена более высокая эффективность этиленгликоля в 

концентрации 1,5 и 1,8 М. Уровень сохранности эмбрионов после от-

таивания составил 59,6-62,1 %. Установлена более высокая эффектив-

ность криоконсервации эмбрионов при четырехэтапном насыщении и 
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трехэтапном удаления глицерина. Уровень сохранности при таком ре-

жиме насыщения и удаления криопротектора превышал уровень со-

хранности при использовании одномоментного насыщения и удаления 

криопротектора на 13,8 п. п. (10 % глицерин) и на 18,0 п. п. при ис-

пользовании одномоментного насыщения и трехэтапного удаления 

(1,4 М глицерин). 
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Аннотация. В популяции коров белорусской черно-пестрой породы, 

установлен полиморфизм гена лактоферрина (LTF). Выявлены генотипы 

LTFАА и LTFАВ. Определена частота встречаемости аллелей и генотипов по 

гену лактоферрина. Изучена молочная продуктивность коров с различными 

генотипами по гену лактоферрина. Установлено положительное влияние ал-

леля LTFА и генотипа LTFАА на показатели молочной продуктивности у коров. 

 


