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Культивирование in vitro гамет и преимпланта�
ционных эмбрионов млекопитающих является
основой современных репродуктивных техноло�
гий, таких как ЭКО, создание банков (криобан�
ков) генетических ресурсов и многих других так
называемых “вспомогательных репродуктивных
технологий” (assisted reproductive technologies).
Хотя исследования в этой области проводятся до�
статочно длительный срок, до сих пор многие во�
просы относительно влияния оплодотворения
in vitro и последующего культивирования на раз�
витие эмбриона и фенотипические признаки в
постнатальном онтогенезе остаются неясными.

После рождения первого ребенка, зачатого в
результате ЭКО (Steptoe, Edwards, 1978), прошло
уже 35 лет и, общее число детей, рожденных с
применением вспомогательных репродуктивных
технологий, достигло 5 миллионов (Sandin et al.,
2013). В настоящее время наряду с традиционным
вариантом ЭКО, предполагающим минимальные
воздействия на зародыши и гаметы и относитель�
но небольшое время пребывания их в культураль�
ных средах, все большее значение приобретают

более сложные технологии, такие как, например,
ICSI (Intracytoplasmic sperm injection) (Рожкова
и др., 2012; Sandin et al., 2013). Более того, одной
из основных тенденций в данной области, начи�
ная с 2000�х гг., является более длительное куль�
тивирование полученных при посредстве ЭКО
зародышей человека (Hardy, Spanos, 2002). Все
это порождает запрос на изучение возможных от�
даленных эффектов воздействия in vitro на стадии
преимплантационного зародыша на последую�
щий онтогенез, склонность к тем или иным забо�
леваниям, а также на поиск новых подходов к
культивированию преимплантационных зароды�
шей вне организма.

Имеются определенные технические и клини�
ческие сложности в изучении детей, рожденных в
результате ЭКО и других репродуктивных техно�
логий, в сравнении с обычными детьми (Hansen
et al., 2005), поскольку методики ЭКО на протя�
жении 35 лет изменялись, и разные лаборатории
придерживались не одинаковых протоколов, а
также из�за молодого возраста подавляющего
большинства детей, рожденных в результате ЭКО
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(Watkins, Fleming, 2009). В связи с этим, особое
значение приобретают экспериментальные рабо�
ты на лабораторных животных, которые позволя�
ют, как изучать эффекты культивирования пре�
имплантационных эмбрионов в условиях in vitro,
так и исследовать факторы, способствующие оп�
тимизации этих условий.

Репродуктивные технологии активно приме�
няют на лабораторных и сельскохозяйственных
животных, что связано как с запросом на созда�
ние криобанков для сохранения генетических ре�
сурсов редких и исчезающих видов животных, так
и c ускорением генетического прогресса в сель�
ском хозяйстве (Амстиславский, Трукшин, 2010;
Amstislavsky et al., 2012). Эти технологии имеют
своим элементом культивирование преимпланта�
ционных эмбрионов in vitro. Наряду с исследова�
нием видовой специфики, то есть специальных
требований к условиям развития вне организма,
характерных для того или иного вида млекопита�
ющих (Herrick et al., 2007), имеются общие прин�
ципы культивирования эмбрионов животных
in vitro. В нижеследующих разделах обзора дан
критический анализ этих принципов, а также рас�
смотрена гипотеза о том, что здоровье и болезни
определяются условиями пренатального онтогене�
за. Наиболее полно представлены данные, получен�
ные на традиционных лабораторных животных:
мышах, крысах и золотистых хомячках. Кроме того,
проанализированы эффекты субоптимальных усло�
вий in vitro на формирование фенотипа и представ�
лены современные подходы, направленные на оп�
тимизацию развития in vitro преимплантационных
эмбрионов млекопитающих.

ГИПОТЕЗА DOHAD В СВЯЗИ
С ПРЕИМПЛАНТАЦИОННЫМ 

ПЕРИОДОМ РАЗВИТИЯ

Представляется уместным упомянуть класси�
ческие наблюдения Дэвида Баркера, который вы�
явил взаимосвязь условий течения беременности,
веса ребенка при рождении и последующего рис�
ка развития сердечно�сосудистых заболеваний,
диабета второго типа и других патологий. Барке�
ром была сформулирована гипотеза о том, что
здоровье и болезни взрослого человека определя�
ются условиями его раннего онтогенеза, прежде
всего – пренатального (Barker, 1995; Paneth, Susser,
1995). Согласно гипотезе DOHaD (Developmental
Origins of Health and Disease), адаптивные ответы
на окружающие стимулы во время критических
периодов пренатального онтогенеза могут иметь
долговременные последствия из�за перепрограм�
мирования ключевых систем регуляции гомео�
стаза (Bateson et al., 2004). По отношению к пре�

имплантационным зародышам выделяют два ос�
новных аспекта в рамках данной гипотезы:
“stress�response models” и “quiet embryo hypothe�
sis” (Leese, 2012). 

В исследованиях связанных с “stress–response
models”, изучают различные факторы стресса, ко�
торые могут испытывать преимплантационные
зародыши при субоптимальных условиях их куль�
тивирования in vitro и связывают воздействия
этих факторов с изменениями в метаболизме и
характере развития эмбриона (Xie et al., 2011).
“Stress–response models” включает в себя не�
сколько моделей, которые образуют основу для
описания метаболизма ооцита и преимплантаци�
онного эмбриона во время стресса. Одной из та�
ких моделей является направленное поддержание
гомеостаза в условиях стресса, особенно в период
дробления преимплантационного зародыша (La�
ne, Gardner, 2004). Другая модель показывает, что
изменение среды, в которой развивается преим�
плантационный эмбрион in vitro, может привести
к нарушениям фенотипа, который формируются
в постнатальном онтогенезе (Thompson et al.,
2002). Значение последней модели заключается в
том, что метаболизм преимплантационного эм�
бриона может быть изменен, задолго до наруше�
ния в экспрессии генов, что, в конце концов, мо�
жет приводить к аномальному развитию плода.

“Quiet embryo hypothesis”, основана на том, что
в норме системы поддержания гомеостаза в преим�
плантационном эмбрионе препятствуют наруше�
нию его метаболизма и проявлению деструктивных
тенденций (Leese, 2002). Например, потребление
кислорода является важным индикатором интен�
сивности метаболизма, так как основная часть АТФ
необходимая для развития преимплантационного
эмбриона образуется за счет процесса окислитель�
ного фосфорилирования. Преимплантационный
эмбрион имеет сниженный метаболизм в отно�
шении потребления кислорода, начиная со ста�
дии зиготы до морулы (Leese, 2012), что позволяет
избежать повреждений, вызванных образованием
свободных радикалов. В исследованиях на пре�
имплантационных эмбрионах коровы и свиньи
было показано, что существует взаимосвязь меж�
ду повреждением ДНК и интенсивностью мета�
болизма: чем выше был уровень обменных про�
цессов у эмбрионов, тем больше было поврежде�
ний, и наоборот, эмбрионы с более низким
уровнем метаболизма меньше подвергались по�
вреждению (Baumann et al., 2007).
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ПИТАТЕЛЬНЫЕ СРЕДЫ 
ДЛЯ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ 

ПРЕИМПЛАНТАЦИОННЫХ ЭМБРИОНОВ 
МЛЕКОПИТАЮЩИХ

Выделяют три типа питательных сред по спо�
собу получения и составу используемых для этого
компонентов: естественные, полусинтетические
и синтетические. Важными свойствами любой
питательной среды являются: стерильность, а
также постоянство рН (буферная емкость) и
осмолярность. Для нормального развития преим�
плантационного эмбриона in vitro необходимо
поддерживать pH в интервале от 7.2 до 7.4; содер�
жание эндотоксинов не должно превышать нор�
мы (не более 0.25 ЕЭ/мл); раствор должен быть
изотоничным жидкости яйцевода; в нем должны
отсутствовать патогены.

Естественные питательные среды готовят из
продуктов природного происхождения, напри�
мер, эмбрионального экстракта (Hare, Morgan,
1954). Качественный и количественный состав
данного типа сред может сильно варьировать, и
их практически не используют для культивирова�
ния преимплантационных эмбрионов млекопи�
тающих (Summers, Biggers, 2003).

Полусинтетические питательные среды созда�
ются на основе искусственных растворов с из�
вестным составом с добавлением естественных
компонентов, например, фетальной сыворотки
крупного рогатого скота (КРС) (Han, Niwa, 2003).
Их можно рассматривать как модифицированные
варианты синтетических питательных сред.

Наибольшее же распространение при культи�
вировании эмбрионов получили синтетические
питательные среды. Одной из особенностей син�
тетических питательных сред является их точный
качественный и количественный состав; они счи�
таются “простыми”, если содержат менее 12 ком�
понентов, и, соответственно “сложными”, если ин�
гредиентов больше (Summers, Biggers, 2003; Lane,
Gardner, 2007). При выборе компонентов и кон�
центраций для их создания используются два ос�
новных подхода: “back�to�nature” и “let the em�
bryo choose”.

При первом подходе – “back�to�nature” изуча�
ют состав среды, которая присутствует при разви�
тии эмбриона в репродуктивных путях. Согласно
этому подходу, концентрация веществ в создавае�
мой синтетической среде базируется на знании
состава компонентов естественной среды, в кото�
рой развиваются преимплантационные эмбрио�
ны, движущиеся от места оплодотворения (ампу�
ла яйцевода) в матку (Summers, Biggers, 2003).

Второй подход – “let the embryo choose”, осно�
ван на эмпирическом подборе компонентов сред
и их концентраций с последующей проверкой в

тестах с культивированием эмбрионов. Создание
питательной среды связано с выбором концен�
траций всех отдельных элементов, поскольку эф�
фекты каждого из компонентов могут зависеть от
концентрации других составляющих. Концентра�
ция того или иного вещества, которая оказывает
максимальный позитивный эффект на развитие
эмбрионов отбирается при создании среды
(Summers, Biggers, 2003).

Оба подхода к созданию синтетических пита�
тельных сред имеют свои ограничения. Подход
“back�to�nature” ограничивается трудностью
определения концентрации веществ в естествен�
ной среде развития преимплантационного эм�
бриона, а подход “let the embryo choose” опреде�
ляет концентрацию конечного множества компо�
нентов, которая приводит к максимальной
реакции, но при этом сложно учесть эффекты
взаимодействия различных соединений
(Summers, Biggers, 2003). Cинтетические пита�
тельные среды готовят на основе сложного фи�
зиологического раствора с учетом этих подходов.
Эта основа представляет собой водный раствор не�
скольких простых неорганических солей, которые
позволяют поддерживать осмотическое давление и
pH питательной среды на постоянном уровне с до�
бавлением энергетического субстрата, в качестве
которого обычно используют глюкозу. Самыми рас�
пространенными из них являются растворы Эрла,
Кребса–Рингера, Тироде или Хенкса. 

К синтетическим питательным средам, пред�
назначенным для культивирования преимплан�
тационных эмбрионов млекопитающих, относят:
M16, KSOM, R1ECM, HECM, среда 199 и многие
другие. Одной из первых и наиболее сложных
сред, применявшихся для культивирования эм�
брионов различных видов животных, является
среда 199 (Morgan et al., 1950; Честков и др., 2010).
Для улучшения состава среды, в качестве стиму�
лирующего развитие эмбрионов фактора в нее
могут добавлять 5–15% сыворотки крови КРС и
других млекопитающих (Han, Niwa, 2003; Graves
et al., 2004). В качестве источника аминокислот
иногда используют бычий сывороточный альбу�
мин (БСА) (Niwa et al., 1980; Parkening, Cisneros,
1988), хотя в некоторые среды добавляют свобод�
ные аминокислоты, которые являются необходи�
мым субстратом, как для пластического, так и для
энергетического обмена (McKiernan, Bavister,
1990; Barnett, Bavister, 1996).

В процессе катаболизма эмбрион перерабаты�
вает аминокислоты с образованием аммония, ко�
торый обладает высокой эмбриотоксичностью
(Lane, Gardner, 1995). Существует два способа ре�
шения данной проблемы. Во�первых, можно пе�
ренести эмбрионы в каплю свежей питательной
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среды (Summers, Biggers, 2003), а во�вторых, уда�
лить вредный побочный продукт при помощи
специально разработанного метода с использова�
нием фермента глутаматдегидрогеназы, который
осуществляет трансаминирование α�кетоглута�
рата, присоединяя к нему свободный аммоний,
образуя в качестве продукта безвредный для кле�
ток глутамат (Lane, Gardner, 1995).

Выбор среды зависит как от видовой принад�
лежности, так и от стадии развития преимпланта�
ционного эмбриона (Summers, Biggers, 2003;
Lane, Gardner, 2007). У большинства видов млеко�
питающих преимплантационные эмбрионы на
стадии морулы переходят из яйцевода в матку
(Амстиславский, 2011), где среда несколько отли�
чается по своему составу (Summers, Biggers, 2003).
В силу того, что состав среды в яйцеводах и матке
различен, зачастую, для ранних стадий развития
эмбрионов используют один состав среды, а для
более поздних, начиная с морулы и до поздней
бластоцисты – другой состав (sequential media)
(Summers, Biggers, 2003).

Добавление стимулирующих факторов может
различным образом влиять на культивируемые
зародыши в зависимости от стадии развития, на
которой они находятся. Например, добавление
фетальной сыворотки КРС стимулирует развитие
зародышей крысы на стадии формирования бла�
стоцисты, но угнетает развитие эмбрионов этого
вида на более ранних этапах (Han, Niwa, 2003).
Показано, что среды, которые содержат в своем
составе свободные аминокислоты, благотворно
влияют на процесс образования бластоцист. Они
более предпочтительны при культивировании
поздних стадий преимплантационных эмбрионов
по сравнению с теми, которые имеют в своем со�
ставе альбумины (например, БСА) (Zhang, Arm�
strong, 1990).

Согласно подходу “back�to�nature”, в среде
должны содержаться питательные вещества, ко�
торые участвуют в процессах метаболизма (пла�
стического и энергетического обмена). Энергети�
ческим субстратом для эмбриона в матке является
глюкоза, хотя в питательные среды можно добав�
лять и другие компоненты в качестве источников
энергии (пируват, фруктозу, галактозу) (Brison,
Leese, 1991; Ludwig et al., 2001). В процессе мета�
болизма эмбрион перерабатывает глюкозу с обра�
зованием в качестве побочного продукта лактата,
увеличение концентрации которого в среде по�
давляет энергетический обмен. Зародыши млеко�
питающих при культивировании in vitro образуют
большее количество лактата, чем в условиях in vivo,
что приводит к увеличению его концентрации в
капле питательной среды и тормозит их развитие
(Brison, Leese, 1991). Это обстоятельство, наряду с

тем, что разные стадии преимплантационного за�
родыша отличаются разными требованиями к
среде, является одной из причин того, что при
длительном культивировании производят замену
среды на свежую (Summers, Biggers, 2003).

В синтетические питательные среды иногда
добавляют некоторые вспомогательные веще�
ства: феноловый красный в качестве индикатора
pH, антибиотики с целью предотвращения бакте�
риального заражения и другие. В качестве анти�
биотиков обычно используют пенициллин и/или
стрептомицин, а также в некоторых случаях ми�
костатин (против заражения спорами дрожжевых
грибов рода Candida) (Summers, Biggers, 2003).
Показано, однако, что пенициллин и его произ�
водные угнетают развитие эмбрионов некоторых
видов млекопитающих; в этих случаях применя�
ют другие антибиотики (Barnett, Bavister, 1996).

Витамины являются кофакторами многих
ферментативных процессов, протекающих в
быстро делящихся клетках преимплантационно�
го эмбриона. Добавление их в питательную среду
улучшает и стабилизирует метаболизм в клетках
эмбриона и способствует его развитию (Bavister
et al., 1983; Kane, Bavister, 1988; Честков и др.,
2010). Нуклеотиды необходимы для синтеза нук�
леиновых кислот и особенно активно они потреб�
ляются, начиная со стадии морулы, когда проис�
ходит наиболее интенсивное деление клеток эм�
бриона (Wales, 1975; Leese, 2012). Антиоксиданты,
например глютатион, защищают клетки эмбрио�
на от вредоносного воздействия образующихся в
ходе метаболизма свободных радикалов (су�
пероксидного аниона, перекиси водорода и дру�
гих) (Choe et al., 2010).

Прозрачная оболочка (zona pellucida) выполня�
ет важнейшую барьерную и структурную функ�
цию во время преимплантационного развития
млекопитающих (Рожкова и др., 2012). В пита�
тельную среду, в некоторых случаях, добавляют
эмульгаторы и осмолиты, например: твин, поли�
виниловый спирт (ПВС), таурин и другие. Эти ве�
щества способны поддерживать клеточный го�
меостаз за счет регуляции поступления воды че�
рез оболочку эмбриона и цитоплазматическую
мембрану отдельных бластомеров, а также пре�
пятствовать нарушению структуры zona pellucida
(Seshagiri, Bavister, 1989; Ludwig et al., 2001).

Преимплантационные эмбрионы мышей и
других видов млекопитающих развиваются в ат�
мосфере, состоящей из 95% воздуха и 5% углекис�
лого газа. Это стандартные условия культивиро�
вания in vitro (Genbacev et al., 1996; Amstislavsky
et al., 2000). Энергетический обмен в клетках пре�
имплантационного эмбриона идет по пути глико�
лиза, то есть без участия кислорода, а присутствие
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в среде последнего оказывает повреждающее дей�
ствие на клетки эмбриона и угнетает его развитие
(McKiernan, Bavister, 1990). Более того образова�
ние свободных радикалов зависит от содержания
кислорода в атмосфере закрытого сосуда, в кото�
ром происходит культивирование, что оказывает
большое влияние на развивающиеся эмбрионы
(Leese, 2012). При культивировании преимланта�
ционных эмбрионов некоторых видов млекопи�
тающих и человека иногда используют мультига�
зовые смеси, регулируя содержание в ней не толь�
ко углекислого газа, но и кислорода, причем
показано, что снижение содержания кислорода
способствует лучшему развитию эмбрионов (Vajta
et al., 2000; Santos et al., 2013).

Более подробно об истории создания культу�
ральных сред, принципах используемых при их
отборе и усовершенствовании, а также о совре�
менных тенденциях в этой области можно узнать
из соответствующих обзорных статей (Summers,
Biggers, 2003; Lane, Gardner, 2007; Smith et al.,
2012).

ОСОБЕННОСТИ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ 
ЭМБРИОНОВ ЛАБОРАТОРНЫХ ЖИВОТНЫХ

При культивировании эмбрионов млекопита�
ющих необходимо учитывать видовую специфику
(Amstislavsky et al., 2012). Существенные различия
наблюдаются при культивировании зародышей
даже таких близкородственных видов лаборатор�
ных животных, как мыши (Summers, Biggers,
2003; Popova et al., 2011), крысы (Miyoshi et al.,
1997; Han, Niwa, 2003) и хомячки (Barnett, Bavi�
ster, 1996; Ludwig et al., 2001). Для работы с эмбри�
онами мышей часто применяют такие среды, как
BWW, М16, среда 199, KSOM, хотя эмбрионы мы�
ши способны развиваться и во многих других сре�
дах (Biggers et al., 1971; Gardner, Leese, 1990; Sum�
mers, Biggers, 2003; Честков и др., 2010). Если эм�
брионы мышей могут развиваться и на самых
простых культуральных средах (Taft, 2008), то для
культивирования эмбрионов таких видов как
крысы (Miyoshi et al., 1997), хомячки (Kane, Bavis�
ter, 1988) и некоторых других млекопитающих
(Herrick et al., 2007) со стадии зиготы до морулы
желательно наличие в среде аминокислот, нук�
леотидов и витаминов.

Для создания питательных сред различных ви�
дов лабораторных животных используют преиму�
щественно принцип “let the embryo choose”. Это
можно проиллюстрировать на истории создания
сред для культивирования эмбрионов хомячков.
При культивировании зародышей этого вида
млекопитающих на средах, предназначенных для
мышей, происходят блоки их развития на стадии

2�х и 4�х бластомеров (Schini, Bavister, 1988). Пол�
ный блок развития возникает при одновремен�
ном присутствии в питательной среде глюкозы и
фосфатов, однако, среда с глюкозой, но без фос�
фатов оказывает угнетающее действие на разви�
вающиеся эмбрионы хомячков гораздо меньше
(Schini, Bavister, 1988). 

Пользуясь принципом “let the embryo choose”,
из среды для развития зародышей хомячков пол�
ностью удалили фосфаты, а содержание глюкозы
существенно снизили, таким образом, появилась
среда HECM–1 (hamster embryo culture medium)
специально предназначенная для культивирова�
ния зародышей этого вида млекопитающих
(Schini, Bavister, 1988; McKiernan, Bavister, 1990).
Впоследствии, путем модификации, были полу�
чены различные модификации этой среды. Сре�
ды HECM�1, HECM�2 и HECM�4 содержат пиру�
ват, аминокислоты, витамины и ПВС, что благо�
приятно сказывается на развитии эмбрионов
хомячка (McKiernan, Bavister, 1990; Barnett, Bavis�
ter, 1996). Среда HECM�9 содержит в своем соста�
ве, помимо перечисленных компонентов, таурин,
который выполняет функцию осмолита, а также
быть использован эмбрионами в качестве регуля�
тора энергетического обмена, при этом появляет�
ся возможность снизить содержание глюкозы в
среде (Ludwig et al., 2001). Людвиг с соавторами
(Ludwig et al., 2001) также показали, что в каче�
стве энергетического субстрата при культивиро�
вании зародышей хомячков фруктоза предпочти�
тельней, чем глюкоза, что соответствует более
ранним выводам о блокирующем влиянии глюко�
зы на развитие эмбрионов этого вида животных
(Schini, Bavister, 1988).

Исторически проблему культивирования за�
родышей крыс системно начали решать позже,
чем проблему культивирования эмбрионов хо�
мячков. Оказалось, что среды, которые использу�
ют для культивирования зародышей мышей, не
подходят для крыс. В среде M16, например, удает�
ся культивировать эмбрионы крыс со стадии зи�
готы до стадии 2�х клеток, после чего возникает
блок и дальнейшего развития не происходит
(Popova et al., 2011). Негативное влияние, вызыва�
ющее полную остановку развития эмбрионов
крыс и хомячков, оказывают фосфаты, присут�
ствующие во всех питательных средах, основан�
ных на солевых растворах Эрла, Кребса–Рингера
и Тироде (Miyoshi et al., 1997; Zhou et al., 2003).
Полное удаление фосфатов из среды и снижение
в ней содержания глюкозы способствует снятию
блока с развивающихся эмбрионов крыс (Zhang,
Armstrong, 1990). Исходя из этого, на основе рас�
твора Кребса–Рингера была создана специализи�
рованная среда R1ECM (Miyoshi et al., 1995) и впо�
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следствии ее модификация (mR1ECM) (Miyoshi
et al., 1997). 

При культивировании зародышей крыс со ста�
дии дробления до поздней бластоцисты эмбрио�
ны активно потребляют не только глюкозу, но и
пируват в качестве энергетического субстрата
(Brison, Leese, 1991). Причем пируват интенсивно
потребляется дробящимися зародышами до мо�
рулы, а глюкоза – со стадии морулы до образова�
ния бластоцисты, особенно в период формирова�
ния бластоцеля (Brison, Leese, 1991; Lane, Gard�
ner, 2007). Добавленные в питательную среду
свободные аминокислоты могут использоваться
клетками эмбриона в качестве энергетического
ресурса, что позволяет удалить из среды глюкозу
(Zhang, Armstrong, 1990). При снижении концен�
трации глюкозы в культуральной среде понижает�
ся синтез лактата, что приводит к улучшению ха�
рактеристик развития эмбрионов крыс на стадии
образования бластоцисты (Brison, Leese, 1991).

Некой общей возможностью для культивиро�
вания in vitro преимплантационных эмбрионов
мышей, крыс и хомячков является модифициро�
ванный раствор Кребса–Рингера, из которого
удалены фосфаты (Niwa et al., 1980). Эта успеш�
ная попытка выполненная более 30 лет назад яв�
ляется хорошей основой для создания универ�
сальной среды для культивирования всех трех пе�
речисленных выше видов грызунов. Однако это
направление еще нуждается в дальнейших экспе�
риментах. Тем не менее, анализ литературы и наш
собственный опыт свидетельствует о том, что мо�
дифицированная среда R1ECM изначально со�
зданная для культивирования преимплантацион�
ных эмбрионов крыс, может рассматриваться в
качестве “универсальной”, так как на этой среде
успешно развиваются как эмбрионы мышей и
крыс (Popova et al., 2011; Рагаева и др., 2013), так и
эмбрионы хомячков Джунгарского (Брусенцев
и др., 2013) и Кэмпбелла (Amstislavsky et al., 2013).

Исследования по культивированию преим�
плантационных эмбрионов проводят и на других
видах млекопитающих, таких как куньи (Amstisla�
vsky et al., 2000; Amstislavsky et al., 2012), кошачьи
(Herrick et al., 2007), псовые (Lindeberg et al., 1993;
Luvoni et al., 2006), КРС (Sugimura et al., 2012),
приматы (Tkachenko et al., 2010) и другие. В ос�
новном, для подбора питательных сред, в данных
случаях, используют принцип “let the embryo
choose”. Все эти материалы, полученные на “жи�
вотных–моделях”, учитываются и при создании
сред для культивирования эмбрионов человека.
Однако подробное рассмотрение сред применяю�
щихся по отношению к зародышам человека вы�
ходит за рамки данной статьи.

ЭФФЕКТЫ СУБОПТИМАЛЬНЫХ УСЛОВИЙ 
КУЛЬТИВИРОВАНИЯ ЭМБРИОНОВ 

МЛЕКОПИТАЮЩИХ НА ФОРМИРОВАНИЕ 
ФЕНОТИПА РОЖДЕННЫХ ОСОБЕЙ

Отдаленные эффекты воздействия факторов
роста на стадии преимплантационного эмбриона
на постнатальный онтогенез изучены крайне
скудно. Культивирование эмбрионов in vitro в
субоптимальных условиях, согласно концепции:
“stress�response models” (Leese, 2012), приводит к
отклонениям в росте, специфическим аномалиям
в течение фетального и постнатального развития
(Bavister, 1995; Grace, Sinclair, 2009). При транс�
плантации эмбрионов овец и КРС после их куль�
тивирования in vitro обнаружен “синдром боль�
ших новорожденных”, главная характеристика
которого – повышенный фетальный рост, из�за
чего при рождении такие телята и ягнята имеют
большую массу, по сравнению с контролем (Young
et al., 1998). На более поздних этапах онтогенеза
характеристики роста выравнивались, но некото�
рые органы имели непропорционально большой
вес (McEvoy et al., 2001). Питательные среды, с
которыми связывали появление синдрома боль�
ших новорожденных, различались, однако, в
большинстве из них присутствовала фетальная
сыворотка (McEvoy et al., 2001).

Мыши, полученные из преимплантационных
эмбрионов культивированных in vitro в субопти�
мальных условиях со стадии 8�ми клеток до бла�
стоцисты, имели, наоборот, меньшую массу по
сравнению с контролем (Bowman, McLaren,
1970). Кроме того, многочисленные исследова�
ния влияния культуральных сред на развитие эм�
брионов мыши выявили нарушения экспрессии
генов (Khosla et al., 2001; Fernandez�Gonzalez
et al., 2004), изменение метаболизма эмбриона и
снижение числа клеток в бластоцисте (Fleming
et al., 2004; Sjöblom et al., 2005), а также долго�
срочные изменения, затрагивающие фетальный/
постнатальный рост, размер органов, структуру
сердца, количество нейронов (Khosla et al., 2001;
Calle et al., 2012) и поведение (Ecker et al., 2004). В
результате всех этих изменений у мышей, полу�
ченных после культивирования эмбрионов in vit%
ro, на определенных этапах постнатального онто�
генеза наблюдалось повышенное кровяное давле�
ние, другие сердечно�сосудистые заболевания
(Watkins, Fleming, 2009), ожирение (Calle et al.,
2012), возрастание тревожности и недостаток па�
мяти (Fernandez�Gonzalez et al., 2004).

Таким образом, результаты экспериментов на
лабораторных и сельскохозяйственных животных
указывают на связь между ранним эмбриональ�
ным развитием и постнатальным здоровьем. Хотя
механизмы, реализующие эту связь, остаются не
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вполне ясными, одной из возможных причин мо�
жет быть то, что эмбрионы не получают некото�
рых необходимых сигналов (в виде ростовых фак�
торов, цитокинов и т.д.) во время культивирова�
ния in vitro, что приводит к нарушению регуляции
экспрессии генов (Lonergan et al., 2003) и откло�
нениям в ходе пренатального и постнатального
онтогенеза, что сказывается на формировании
фенотипа (Robertson, 2007). 

Другим следствием, помимо изменений фено�
типа, является низкая частота имплантации эм�
брионов млекопитающих и человека после их
культивирования in vitro в субоптимальных усло�
виях и последующей трансплантации. Низкая ча�
стота имплантации эмбрионов представляется в
качестве основной проблемы программы ЭКО, так
как, в большинстве случаев, лишь 10–30% транс�
плантированных эмбрионов человека успешно
имплантируется (Hardy, Spanos, 2002). 

В настоящее время появляются сведения по
оптимизации сред предназначенных для ЭКО и
последующего культивирования зародышей че�
ловека, в том числе и с использованием факторов
роста. Более того, уже накопилось много экспе�
риментальных результатов, полученных на раз�
личных видах млекопитающих, свидетельствую�
щих о том, что изменение физических условий
культивирования, либо добавление в культураль�
ную среду гормонально активных компонентов,
прежде всего – ростовых факторов, может суще�
ственно оптимизировать развитие преимпланта�
ционных эмбрионов in vitro. Эти новые подходы и
приемы, призванные улучшить условия развития
зародышей вне организма, описаны в следующем
разделе данного обзора.

СОВРЕМЕННЫЕ МЕТОДЫ ОПТИМИЗАЦИИ 
УСЛОВИЙ РАЗВИТИЯ 

ПРЕИМПЛАНТАЦИОННЫХ ЭМБРИОНОВ 
МЛЕКОПИТАЮЩИХ IN VITRO

На разных видах млекопитающих показано,
что культивирование эмбрионов в группе оказы�
вает благотворное воздействие на преимпланта�
ционое развитие в условиях in vitro (Paria, Dey,
1990; Spindler, Wildt, 2002). Зародыши кошек хо�
рошего или отличного качества и, особенно,
поздних стадий преимплантационного развития
существенным образом стимулировали дробящи�
еся эмбрионы этого же вида млекопитающих при
совместном культивировании в условиях in vitro
(Spindler, Wildt, 2002). Интересно, что совместное
культивирование эмбрионов кошек с эмбриона�
ми других видов, в частности мышей и КРС тоже
оказывало позитивное действие, несмотря на то,
что все три перечисленных вида относятся к раз�

ным отрядам млекопитающих (Spindler et al.,
2006). Авторы связывают улучшение характери�
стик развития эмбрионов при совместном куль�
тивировании их в группе с воздействием выделя�
емых каждым эмбрионом ростовых факторов.
Имеются и прямые экспериментальные подтвер�
ждения, что эти факторы оказывают стимулиру�
ющие влияние на зародышевое развитие в усло�
виях in vitro.

Добавление факторов роста в питательную
среду может оказывать позитивное влияние на
развитие эмбрионов различных видов млекопи�
тающих и повышать частоту имплантации эмбри�
онов (Seshagiri et al., 2002; Aflalo et al., 2007; Jess�
mon et al., 2009). Каждый из ростовых факторов
воздействует на соответствующие рецепторы, по�
являющиеся на разных стадиях развития эмбрио�
на, причем некоторые из них воздействуют как на
сами эмбрионы, так и на рецепторы репродуктив�
ных путей (Hardy, Spanos, 2002). По своему хими�
ческому составу все факторы роста являются пеп�
тидами либо небольшими молекулами глобуляр�
ных белков, которые можно отнести к цитокинам
или гормонам. Классификация и свойства факто�
ров роста, их эффекты на различные органы мле�
копитающих подробно описаны в соответствую�
щих обзорных статьях (Gerwin et al., 1995; Стойка
и др., 2004; Robertson, 2007; Jessmon et al., 2009;
Singh et al., 2011). В данной работе мы ограничим�
ся лишь эффектами ростовых факторов непо�
средственно на преимплантационные эмбрионы
млекопитающих и на органы репродуктивной си�
стемы.

Преимущественно в исследованиях на мышах,
золотистых хомячках, крысах и человеке, проде�
монстрировано, что многие ростовые факторы
ускоряют развитие дробящихся преимплантаци�
онных эмбрионов в культуре in vitro (таблица).
Следует, однако отметить, что влияние этих фак�
торов проявляется в определенных дозах, причем
если в оптимальных концентрациях они действу�
ют стимулирующе, то при воздействии субопти�
мальных доз эффект не наблюдается либо даже
может иметь место угнетение развития ранних за�
родышей (Elaimi et al., 2012). Несмотря на то, что
все перечисленные в таблице ростовые факторы в
той или иной мере стимулируют развитие преим�
плантационных эмбрионов in vitro, имеются ин�
дивидуальные особенности их воздействия.

Рецепторы к факторам роста появляются у
разных видов млекопитающих на тех или иных
стадиях развития эмбриона (Hardy, Spanos, 2002;
Стойка и др., 2004). Например, у человека рецеп�
торы к EGF (epidermal growth factor) и TGF�β
(transforming growth factors) появляются уже на
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Эффекты отдельных ростовых факторов на развитие эмбрионов лабораторных животных и их имплантацию

Название фактора 
добавляемого 

в культуральную среду

Эффекты 
на развитие зародышей

Вид 
животных Ссылки

Цитокины

Группа воспалительных цитокинов

Лейкемия–ингибирую�
щий фактор (LIF)

1. Влияет на скорость развития преимплантаци�
онных эмбрионов в культуре in vitro до стадии 
бластоцисты;
2. Способствует хэтчингу и имплантации 
эмбрионов;
3. Снижает число резорбировавших плодов по�
сле трансплантации самке–реципиенту

человек
хомячки

человек

мыши

Dunglison et al., 1996
Seshagiri et al., 2002

Dunglison et al., 1996

Lavranos et al., 1995

Фактор некроза
 опухолей α (TNF–α)

1. Влияет на скорость развития преимплантаци�
онных эмбрионов в культуре in vitro до стадии 
бластоцисты;
2. Способствует клеточной дифференцировке 
во время эмбриогенеза;
3. Усиливает процессы апоптоза в бластоцисте

мыши

мыши

мыши

Gerwin et al., 1995

Gerwin et al., 1995

Pampfer et al., 1997

Группа противовоспалительных цитокинов

Эпидермальный фактор 
роста (EGF)

1. Влияет на скорость развития преимплантаци�
онных эмбрионов в культуре in vitro до стадии 
бластоцисты;
2. Способствует формированию и росту ВКМ 
в бластоцисте;
3. Способствует хэтчингу и имплантации эм�
брионов

мыши

мыши

хомячки
крысы
мыши

Paria, Dey, 1990;
Dadi et al., 2007

Desai et al., 2007

Seshagiri et al., 2002
Aflalo et al., 2007
Morita et al., 1994

Гепарин–связывающий 
эпидермальный фактор
 роста (HB–EGF)

1. Влияет на скорость развития преимплантаци�
онных эмбрионов в культуре in vitro до стадии 
бластоцисты;
2. Способствует хэтчингу и имплантации 
эмбрионов;

3. Благотворно влияет на образование контак�
тов между клетками эндометрия и трофобласта

человек

хомячки
мыши

человек
крысы
мыши

Martin et al., 1998

Seshagiri et al., 2002;
Das et al., 1994;
Lim, Dey, 2009
Jessmon et al., 2009
Jessmon et al., 2009
Jessmon et al., 2009

Трансформирующий 
фактор роста α (TGF–α)

1. Влияет на скорость развития преимплантаци�
онных эмбрионов в культуре in vitro до стадии 
бластоцисты;

2. Нормализует образование бластоцеля;
3. Повышает синтез белка в трофэктодерме бла�
стоцисты;
4. Предохраняет бластомеры от апоптоза;
5. Способствует хэтчингу и имплантации 
эмбрионов

мыши
хомячки
КРС

мыши
мыши

мыши
мыши

Paria, Dey, 1990
Seshagiri et al., 2002
Larson et al., 1992

Dardik, Schultz, 1991
Dardik et al., 1992

Brison, Schultz, 1997
Singh et al., 2011

Трансформирующий 
фактор роста β (TGF–β)

1. Влияет на скорость развития преимплантаци�
онных эмбрионов в культуре in vitro до стадии бла�
стоцисты (в комбинации с другими факторами);
2. Способствует хэтчингу и имплантации 
эмбрионов

мыши
хомячки

человек

Paria, Dey, 1990
Seshagiri et al., 2002

Austgulen et al., 1995
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Таблица. Окончание

Название фактора 
добавляемого 

в культуральную среду

Эффекты 
на развитие зародышей

Вид 
животных Ссылки

Группа регуляторов иммунитета

Гранулоцитарно–макро�
фагальный колониести�
мулирующий фактор 
(GM–CSF)

1. Влияет на скорость развития преимплантаци�
онных эмбрионов в культуре in vitro до стадии 
бластоцисты;
2. Способствует формированию и росту ВКМ 
в бластоцисте;
3. Усиливает транспорт глюкозы в клетки 
эмбриона;
4. Предохраняет бластомеры от апоптоза;

5. Способствует хэтчингу и имплантации 
эмбрионов;
6. Нормализует вес потомства при рождении по�
сле трансплантации полученных в результате 
культивирования in vitro эмбрионов

мыши
человек

КРС
мышь
человек
мыши
мыши

человек
мыши
человек
мыши

Robertson et al., 2001;
Elaimi et al., 2012
Sjöblom et al., 1999; 2002
De Moraes, Hansen, 1997
Desai et al., 2007
Sjöblom et al., 1999; 2002
Robertson et al., 2001
Behr et al., 2005

Sjöblom et al., 2002
Robertson et al., 2001

Sjöblom et al., 1999
Sjöblom et al., 2005

Гормоны

Инсулиноподобный фак�
тор роста I (IGF–I)

1. Влияет на скорость развития преимплантаци�
онных эмбрионов в культуре in vitro до стадии 
бластоцисты;
2. Способствует формированию и росту ВКМ 
в бластоцисте;
3. Предохраняет бластомеры от апоптоза

мыши

мыши

кролики

Desai et al., 2000

Rappolee et al., 1992

Herrler et al., 1998

Инсулиноподобный фак�
тор роста II (IGF–II)

1. Влияет на скорость развития преимплантаци�
онных эмбрионов в культуре in vitro до стадии 
бластоцисты;
2. Способствует формированию и росту ВКМ 
в бластоцисте;
3. Повышает синтез белка в трофэктодерме бла�
стоцисты

мыши

мыши

мыши

Desai et al., 2000;
Rappolee et al., 1992

Harvey, Kaye, 1992

Rappolee et al., 1992

Инсулин 1. Влияет на скорость развития преимплантаци�
онных эмбрионов в культуре in vitro до стадии 
бластоцисты;
2. Способствует формированию и росту ВКМ 
в бластоцисте;
3. Повышает синтез белка в трофэктодерме бла�
стоцисты;
4. Усиливает транспорт глюкозы в клетки эм�
бриона

мыши

мыши

мыши

мыши

Harvey, Kaye, 1990

Harvey, Kaye, 1990

Harvey, Kaye, 1988

Kaye et al., 1992

β–эндорфин 1. Влияет на скорость развития преимплантаци�
онных эмбрионов в культуре in vitro до стадии 
бластоцисты;
2. Снижает количество аномально развиваю�
щихся бластоцист

мыши

мыши

Чернов и др., 2012

Чернов и др., 2012
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стадии ооцита (Normanno et al., 2001; Hardy, Spa�
nos, 2002). Экспрессия мРНК рецепторов к инсу�
лину и инсулиноподобным факторам IGF�I,
IGF�II (insulin like growth factors) а также к TNF
(tumor necrosis factor) начинается на ранних ста�
диях дробления зародыша (Hardy, Spanos, 2002),
хотя сами рецепторы (по крайней мере, IGF�I),
появляются лишь на стадии бластоцисты. В то же
время экспрессия мРНК рецепторов к LIF
(leukemia inhibitory factor) в эмбрионах человека
начинается лишь на стадии бластоцисты (Hardy,
Spanos, 2002). Появление рецепторов к ростовым
факторам на преимплантационных стадиях раз�
вития эмбрионов млекопитающих имеет большое
функциональное значение, поскольку факторы
роста влияют на развитие эмбрионов и многие
важные процессы, такие как апоптоз и импланта�
ция (Dunglison et al., 1996; Behr et al., 2005; Sjöblom
et al., 2002; Стойка и др., 2004; Dadi et al., 2007).

Воздействие различных ростовых факторов на
некоторые процессы, происходящие во время
преимплантационного развития млекопитаю�
щих, может быть диаметрально противополож�
ным. Так, например, для развивающихся эмбрио�
нов млекопитающих, в частности мышей
(Handyside, Hanter, 1986) и человека (Hardy et al.,
1989), характерно то, что, начиная со стадии бла�
стоцисты, наблюдаются процессы апоптоза от�
дельных бластомеров. На преимплантационных
зародышах мыши, кролика и человека продемон�
стрировано, что добавление в культуральную сре�
ду таких факторов, как GM�CSF (granulocyte–
macrophage colony–stimulating factor), IGF�I или
TGF�α приводило к уменьшению процессов апо�
птоза (Brison, Schultz, 1997; Herrler et al., 1998;
Sjöblom et al., 2002; Behr et al., 2005). В то же вре�
мя, добавление TNF�α, напротив, приводило к
усилению процессов апоптоза в преимплантаци�
онных эмбрионах мыши (Pampfer et al., 1997). На
эмбрионах мыши также продемонстрировано,
что TGF�α способствовал синтезу белка в преим�
плантационных эмбрионах (Dardik et al.,1992), а
инсулин и GM�CSF усиливают транспорт глюко�
зы (Kaye et al., 1992; Robertson et al., 2001).

Некоторые из ростовых факторов влияют как
на собственно развивающийся эмбрион, так и на
слизистую матки, способствуя процессу имплан�
тации. Так, например, цитокин LIF ускоряет раз�
витие эмбрионов мыши, начиная со стадии 8�ми
бластомеров и до стадии вылупившейся бласто�
цисты (Lavranos et al., 1995); увеличивает долю
вылупившихся бластоцист при культивировании
эмбрионов in vitro и повышает частоту импланта�
ции (Dunglison et al., 1996; Seshagiri et al., 2002).
Рецепторы к этому фактору обнаружены не толь�
ко в преимплантационных зародышах, но и в мат�

ке (Hardy, Spanos, 2002). Таким образом, LIF спо�
собствует имплантации, воздействуя как на раз�
вивающиеся эмбрионы, так и на репродуктивные
пути (Laird et al., 1997; Dimitriadis et al., 2010).
Аналогичным стимулирующим эффектом на раз�
витие эмбрионов млекопитающих на стадии бла�
стоцисты, а именно, на хэтчинг (вылупление) и
имплантацию обладают такие факторы, как EGF,
HB�EGF, TGF�α, TGF�β и GM�CSF (Austgulen
et al., 1995; De Moraes, Hansen, 1997; Robertson
et al., 2001; Seshagiri et al., 2002; Singh et al., 2011).
Два из перечисленных факторов, а именно EGF и
TGF–α также способствовуют формированию
бластоцеля (Dardik, Schultz, 1991; Larson et al.,
1992). Инсулин и инсулиноподобные ростовые
факторы (IGF�I, IGF�II), а также EGF и GM�CSF
благотворно влияют на формирование и рост
внутренней клеточной массы (ВКМ) бластоци�
сты (Harvey, Kaye, 1988; 1990; 1992; Rappolee et al.,
1992; Sjöblom et al., 1999; 2002; Desai et al., 2000;
2007). Экспериментально показано, что воздей�
ствие EGF при культивировании преимпланта�
ционных эмбрионов in vitro повышает долю им�
плантирующихся зародышей как мышей (Morita
et al., 1994), так и крыс (Aflalo et al., 2007). HB–
EGF также играет важнейшую роль в импланта�
ции эмбрионов (Das et al., 1994; Lim, Dey, 2009),
способствуя образованию контактов между клет�
ками эндометрия и трофобласта (Jessmon et al.,
2009).

Воздействие факторов роста в ходе культиви�
рования зародышей млекопитающих in vitro мо�
жет влиять на фенотип рожденных из этих заро�
дышей потомков. В частности, GM�CSF спосо�
бен оказывать воздействие на вес и развитие
новорожденных (Sjöblom et al., 2005; Robertson,
2007) и корректировать некоторые негативные
эффекты культивирования эмбрионов in vitro в
субоптимальных условиях. Вес потомства полу�
ченного в результате трансплантации зародышей
мышей развивавшихся в среде in vitro был ниже,
чем в контроле. Однако добавление в питатель�
ную среду GM�CSF существенным образом смяг�
чало эти эффекты (Sjöblom et al., 2005).

В связи с открытием влияния ростовых факто�
ров на развивающиеся эмбрионы, особое внима�
ние уделяется объему среды, в котором происхо�
дит их культивирование. В специальных исследо�
ваниях было показано, что скорость развития
дробящихся зародышей до стадии морулы и бла�
стоцисты различна при культивировании в кап�
лях питательной среды разного объема (Paria,
Dey, 1990; Lane, Gardner, 1992). При этом было
показано, что уменьшение до определенного пре�
дела объема капли, в которой находятся зароды�
ши в процессе культивирования in vitro, способ�
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ствует более активному их развитию (Lane, Gard�
ner, 1992).

На основании этих наблюдений Габором Вайта
была предложена так называемая WOW (well of the
well) система для оптимизации культивирования
эмбрионов, которая представляет собой чашку
Петри, с выплавленными на ее дне микроскопи�
ческими лунками, в которые помещают эмбрио�
ны для культивирования (Vajta et al., 2000; 2008).
Было подтверждено, что при культивировании
эмбрионов КРС с применением данного метода,
увеличивался процент развившихся бластоцист,
снижался уровень апоптоза и возрастал процент
имплантировавшихся зародышей (Vajta et al.,
2000; Sugimura et al., 2010). В работе на свиньях
показано, что применение WOW системы способ�
ствовало развитию эмбрионов после процедур
дозревания яйцеклеток in vitro и последующего их
оплодотворения при помощи метода ICSI (Taka
et al., 2005). Эффективность этой системы была
подтверждена и при проведении ЭКО и последу�
ющем культивировании эмбрионов человека
(Vajta et al., 2008). Другим подходом к культивиро�
ванию эмбрионов в малых объемах среды являет�
ся так называемая система “стеклянный яйце�
вод” (GO – glass oviduct), суть которой состоит в
том, что культивирование происходит в тонком
стеклянном капилляре; при этом также улучша�
ются характеристики развития зародышей
(Thouas et al., 2003).

В последние годы интенсивно развивается со�
вершенно новое направление при культивирова�
нии эмбрионов и ооцитов, а именно: изучение
физических факторов таких, как механические
взаимодействия, градиент диффузии, движение
эмбриона в среде и поверхностные эффекты, ко�
торые могут влиять на развитие зародыша в куль�
туре (Smith et al., 2012). Выяснилось, что состав
поверхности, на которой находятся эмбриональ�
ные клетки, оказывает большое влияние на их
развитие (Villa�Diaz et al., 2010). Появляются ра�
боты, в которых описаны положительные эффек�
ты при культивировании эмбрионов и ооцитов на
специально разработанных динамических плат�
формах и в матриксах, которые помогают осу�
ществлять различные манипуляции с микроокру�
жением эмбриона или ооцита в культуре (Smith
et al., 2012). К динамическим системам относятся
поверхности с вибрацией, с наклоном и контро�
лируемым потоком жидкости, а также специали�
зированные шейкеры и роторы (Smith et al., 2012).
Отдельно следует отметить попытки создания
пространственного окружения эмбрионов и
ооцитов при культивировании их в трехмерных
матриксах, созданных, в частности, на основе
гидрогелей (Xu et al., 2006).

Применение описанных выше технологиче�
ских приемов, основанных на знании физических
и биологических основ развития эмбрионов в
культуре in vitro, позволяет увеличить эффектив�
ность этих методов применительно к лаборатор�
ным животным (Стойка и др., 2004; Smith et al.,
2012), и дает новые возможности при работе с эк�
зотическими и исчезающими видами млекопита�
ющих (Amstislavsky et al., 2012; Брусенцев и др.,
2013).
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Abstract—This review covers the basic principles and methods of in vitro culture of preimplantation mam�
malian embryos. The features of in vitro development of embryos of various species of animals with allowance
for the composition of nutrient media are described, with special attention paid to those species that have tra�
ditionally been considered as laboratory (i.e., mice, rats, and hamsters). The effects of suboptimal culturing
conditions of preimplantation embryos on the formation of the phenotype of individuals developed from
these embryos are discussed. New approaches to optimize the conditions of the development of preimplan�
tation mammalian embryos in vitro are analyzed.
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