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ГОРМОНАЛЬНАЯ ИНДУКЦИЯ СОЗРЕВАНИЯ И ОВУЛЯЦИИ in vitro 
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Известно, что окруженные фолликулярными оболочками ооциты данио рерио (Danio rerio), достигшие
дефинитивного размера, созревают in vitro в 90% среде Лейбовитца с рН 9.0 под влиянием 17α, 20β-дигид-
роксипрогестерона и приобретают компетенцию к развитию, но не овулируют (Seki et al., 2008). Нами
показано, что созревшие в этих условиях ооциты данио рерио под влиянием простагландина F2α
(5 мкг/мл) или 20% полостной жидкости карпа овулируют и после оплодотворения способны раз-
виваться до стадии личинки, переходящей на активное питание (максимальный срок наблюдения).
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ВВЕДЕНИЕ
Созревание ооцитов костистых рыб хорошо

изучено и разработаны методы его воспроизведе-
ния in vitro у многих видов (Nagahama, Yamashita,
2008), однако овуляцию ооцитов in vitro удается
получать значительно реже (см. Скоблина, 2009).
Удобными объектами для изучения овуляции
ооцитов костистых рыб in vitro могли бы быть ак-
вариумные рыбки, с которыми можно работать
практически на протяжении всего года. Оказалось,
однако, что у данио рерио (Danio rerio) овуляцию
ооцитов in vitro воспроизвести не удается (Li et al.,
1993; Selman et al., 1994; Seki et al., 2008), а у медаки
(Oryzias latipes) ооциты овулируют при добавлении
в среду рекомбинантного лютеинизирующего гор-
мона, но после оплодотворения развиваются толь-
ко до стадии бластулы (Ogiwara et al., 2013), что
свидетельствует о неполноценности созревания и
овуляции ооцитов in vitro.

Остановимся подробнее на работах, выпол-
ненных на ооцитах данио рерио. В опытах Ли с
соавторами (Li et al., 1993) ооциты данио рерио в
среде 199 под влиянием 17α-гидроксипрогестеро-
на созревали (59%), но не овулировали. После ис-
кусственного освобождения от фолликулярных
оболочек и осеменения яйца дробились и нор-
мально развивались. Однако, позднее повторить
полученные Ли с соавторами результаты ни им
самим, ни другим исследователям не удалось (см.

Seki et al., 2008). В этой работе авторы высказали
предположение, что используемый метод индук-
ции созревания ооцитов данио рерио in vitro не
стимулирует в достаточной степени созревание
цитоплазмы ооцитов. Им удалось показать, что
для полноценного созревания цитоплазмы ооци-
тов данио рерио необходимо использовать 90%
среду Лейбовитца с рН, доведенным до 9.0. Ооци-
ты, созревшие в этих условиях практически не
овулировали (около 10% овуляции), но после уда-
ления фолликулярных оболочек и осеменения
дробились приблизительно 40% яиц и до стадии
вылупления дошли около 30% личинок.

У костистых рыб, как и у других позвоночных
животных для стимуляции овуляции ооцитов не-
обходимы эйкозанойды, обычно простагландин
F2α (ПГF2α) или простагландин Е2 (ПГЕ2)
(см. Скоблина, 2009). В тех случаях, когда овуля-
цию созревших in vitro ооцитов костистых рыб
под влиянием мейозиндуцирующего стероида
или гонадотропина воспроизвести не удается, в
среду добавляют простагландины. Так, используя
ПГF2α, удалось стимулировать овуляцию со-
зревших in vitro ооцитов радужной форели (Sal-
mo gardneri) и обыкновенной щуки (Exos luxius)
(Jalabert, 1976), золотой рыбки (Carassius auratus)
(Jalabert, Szollosi, 1975; Stacey, Pandey, 1975), кар-
па (Cyprinus carpio) (Epler, 1981; Саат, 1988), гольца
(Salvelinus fontinalis) (Goetz et al., 1982) и японско-
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го угря (Anguilla japonica) (Abe et al., 2010), а с по-
мощью ПГЕ2 – овуляцию ооцитов желтого окуня
(Perca flavescens) (Goetz, Theofan, 1979) и медаки
(Oryzias latipes) (Ogiwara et al., 2005).

Почему простагландины не были использова-
ны для стимуляции овуляции ооцитов данио рерио
неясно. На основании данных, полученных Листе-
ром и Ван Дер Крааком (Lister, Van Der Kraak, 2008,
2009), можно было предположить, что овуляцию
созревших in vitro ооцитов данио рерио может
стимулировать ПГF2α.

Задачей нашей работы было попытаться инду-
цировать простагландином F2α овуляцию in vitro
ооцитов данио рерио, созревших под влиянием
прогестерона, используя хорошо зарекомендовав-
шую себя среду, разработанную Секи с соавторами
(Seki et al., 2008). Полноценность созревания и
овуляции ооцитов оценивали по способности яиц
к оплодотворению и дальнейшему развитию.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В опытах использовали беспородных взрослых

рыб данио рерио окраски дикого типа размером
35–40 мм. При содержании рыб и получении по-
ловых продуктов руководствовались методиче-
скими указаниями из книги Westerfield (2000),
электронный вариант http://zfin.org/zf_info/zfbook/
zfbk.html. Брали яичники у самок, подготовлен-
ных для естественного нереста по методике,
предназначенной для получения большого коли-
чества зародышей. Для этого самок после есте-
ственного нереста содержали отдельно от самцов
в течение десяти дней при оптимальных условиях
содержания.

Самок данио рерио декапитировали, вырезали
яичники и переносили их в 90% среду Лейбовит-
ца со 100 мкг/мл гентомицина, нагретую до тем-
пературы 25–26°C. рН среды непосредственно
перед использованием доводили 1 N раствором
NaOH до 9.0 (Seki et al., 2008). Под бинокуляром
яичники разделяли отточенными иглами на
фрагменты, состоящие из 2–10 крупных (диамет-
ром приблизительно 0.65 мм) фолликулов. Кроме
них фрагменты содержали по нескольку более
мелких фолликулов и экстрафолликулярную ткань.
В чашку Петри с 90% средой Лейбовитца (5 мл) или
со средой Лейбовитца с 20% полостной жидкостью
карпа (4 мл 90% среды Лейбовитца и 1 мл полост-
ной жидкости карпа) (рН 8.9) помещали от 30 до
80 крупных фолликулов (в зависимости от разме-
ра яичника и количества вариантов опыта). Ис-
пользовали приблизительно одинаковое число
фолликулов в разных вариантах опыта. Все чашки
Петри одновременно помещали в термостат и ин-
кубировали при температуре 28°C. Созревание
ооцитов стимулировали прогестероном в концен-
трации 1 мкг/мл (концентрация спирта 0.1%). В

контроле добавляли 0.1% 96° спирта. Через 4.5 ч,
после добавления прогестерона, когда крупные
ооциты становились полностью прозрачными, в
соответствующие чашки добавляли простаглан-
дин F2α (“Sigma”) (5 мкг/мл) и чашки вновь поме-
щали в термостат. Пробы просматривали с полу-
часовым интервалом и отбирали овулировавшие
ооциты. Из каждого варианта опыта овулировав-
шие ооциты помещали в отдельную чашку, пипет-
кой отсасывали среду и добавляли сперму и отсто-
янную воду (в отношении приблизительно 1 : 50).
Для приготовления суспензии спермы вырезан-
ные семенники помещали в небольшой объем
охлажденного (4°C) раствора Кортланда и маце-
рировали с помощью препаровальных игл. В та-
ком виде во влажной камере в холодильнике
сперма сохраняла способность к оплодотворе-
нию, по крайней мере, в течение дня. Перед
оплодотворением проверяли подвижность спер-
миев под микроскопом. Осеменение проводили
по мере овуляции ооцитов, обычно с интервалом
1 ч. Через несколько минут после осеменения во-
ду в чашках заменяли свежей и все чашки поме-
щали в термостат (28°C). Через 1–1.5 ч чашки
просматривали и удаляли неоплодотворенные
(побелевшие) яйца, остальные переносили в чаш-
ку Петри с 9 мл воды и вновь ставили в термостат.
Воду в чашках меняли 2–3 раза в сутки, одновре-
менно удаляя погибших зародышей. Зародышей
на стадии гаструляции (или на несколько более
поздней стадии) переносили в плавающие инку-
баторы, которые помещали в аквариум с продув-
кой (см. Скоблина, Минин, 2015).

Все операции с рыбами проводили в соответ-
ствии с требованиями комиссии по биоэтике
ИБР РАН.

Доверительные интервалы для долей ооцитов
были оценены с помощью on-line калькулятора
GraphPad, а различия в долях между группами
были протестированы точным тестом Фишера
или обобщенной линейной моделью, которая
предполагает биноминальное распределение
ошибок, используя статистическое программное
обеспечение SAS. Для всех данных использовался
двухсторонний тест, за исключением того, когда
наблюдаемые доли были равны нулю или едини-
це (в этом случае, истинные доли могут откло-
няться только в одном направлении от возмож-
ных) (Agresti, Coull, 1998).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Во всех опытах в отсутствии прогестерона в
среде созревали (становились прозрачными)
лишь единичные ооциты.

Развитие оценивали, подсчитывая число нор-
мальных зародышей и их процент от числа овули-
ровавших ооцитов на стадии дробления (чаще
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всего на стадии 4 бластомеров, но иногда и на бо-
лее поздних стадиях дробления), на стадии сфор-
мировавшейся предличинки, на стадии вылупле-
ния и на стадии перехода личинки на активное
питание. В качестве стартового корма использо-
вали TetraMin Baby (Германия). О начале актив-
ного питания судили по появлению корма в ки-
шечнике личинок.

Опыты по влиянию прогестерона и проста-
гландина F2α на овуляцию ооцитов данио рерио и
на развитие зародышей, полученных после осе-
менения зрелых овулировавших ооцитов прове-
дены на восьми самках, их результаты сведены в
таблице. Видно, что у всех самок небольшой про-
цент ооцитов овулировал под влиянием прогесте-
рона, а добавление в среду 5 мкг/мл простаглан-
дина F2α достоверно его увеличивало. Процент
дробящихся зародышей у самок 1, 3, 6, 7 и 8 не за-
висел от гормональной обработки, использован-
ной при стимуляции их созревания и овуляции. У
самок 2, 4 и 5 процент дробящихся зародышей,
полученных из ооцитов, созревших и овулиро-
вавших в отсутствии простагландина, был досто-
верно ниже, а все зародыши, развившиеся после
их оплодотворения, погибли на стадии бластулы.
У всех самок, ооциты которых созрели и овулиро-
вали в присутствии простагландина, зародыши
достигли стадии активно питающихся личинок
(от 13 до 39%). После созревания и овуляции
ооцитов в прогестероне стадии перехода на ак-
тивное питание достигли только 6% зародышей
самки 1, 12% зародышей самки 3 в этих условиях
достигли стадии вылупившейся личинки, и 10–
14% зародышей самок 6–8 – стадии сформиро-
ванной предличинки. Во всех случаях процент за-
родышей, достигших соответствующей стадии
развития после созревания и овуляции ооцитов
при добавлении простагландина был выше, но
отличия были достоверными только у половины
самок (таблица).

Влияние полостной жидкости карпа (ПЖК) на
овуляцию ооцитов данио рерио и на развитие за-
родышей, полученных после осеменения зрелых
овулировавших ооцитов, проведены на ооцитах
самок 1–4 (таблица). Видно, что у всех самок до-
бавление в среду инкубации ПЖК увеличивало
процент ооцитов овулировавших под влиянием
прогестерона (у самок 2, 3 и 4 – достоверно).
Сравнение процента овулировавших ооцитов,
стимулированных прогестероном в среде, содер-
жащей ПЖК, с процентом овулировавших ооци-
тов, стимулированных прогестероном и проста-
гландином, свидетельствует о том, что у тех же
трех самок достоверной разницы нет. Добавление
в среду ПЖК привело к тому, что у самок 2, 3 и 4
от 8 до 14% зародышей достигли стадии личинки,
перешедшей на активное питание, напомним,
что после оплодотворения ооцитов, созревших и

овулировавших в среде с прогестероном, на ак-
тивное питание перешло только 6% зародышей
одной самки.

ОБСУЖДЕНИЕ

Итак, нами впервые показано, что достигшие
дефинитивного размера окруженные фоллику-
лярными оболочками ооциты данио рерио, со-
зревшие in vitro под влиянием прогестерона, ову-
лируют в результате обработки ПГF2α, как и
ооциты ряда других костистых рыб, о которых
шла речь во введении. Овулировавшие ооциты
после оплодотворения дробятся и развиваются в
личинок, переходящих на активное питание. Их
способность к полноценному развитию опреде-
ляется, по-видимому, как и в опытах Секи с соав-
торами (Seki et al., 2008) моляльностью и рН сре-
ды инкубации, поскольку в предварительных
опытах нами было показано, что снижение этих
параметров приводило к резкому снижению спо-
собности овулировавших ооцитов к развитию. В
опытах Секи с соавторами (Seki et al., 2008) после
оплодотворения созревших in vitro ооцитов данио
рерио, у которых фолликулярная оболочка была
удалена хирургически, наилучшим был результат –
45% дробящихся зародышей и 33% вылупивших-
ся личинок. В наших опытах при обработке фол-
ликулов данио рерио прогестероном и ПГF2α
после оплодотворения дробилось от 57 до 92%
овулировавших ооцитов и от 17 до 61% из них до-
стигало стадии вылупившейся личинки (табли-
ца). Это неплохой результат, если учесть, что про-
цент овулировавших ооцитов в наших опытах ко-
лебался от 27 до 85%, а в опытах Секи с
соавторами (Seki et al., 2008) “овулировавшими”
были 100% ооцитов. Разброс результатов в наших
опытах, возможно, связан с различным каче-
ством ооцитов у использованных нами беспород-
ных рыб.

Помимо коммерческого препарата ПГF2, мы ис-
пользовали в опытах еще один источник ПГF2 – по-
лостную жидкость карпа, овуляцию ооцитов которо-
го стимулирует именно этот простагландин
(Epler, 1981; Саат, 1988). Известно, что полостная
жидкость рыб содержит высокую концентрацию
простагландинов. В ПЖ золотой рыбки на раз-
ных стадиях овуляции содержится в среднем
более 9 нг/мл ПГF2 (Bouffard, 1979), в ПЖ голь-
ца – 2–3 нг/мл (Cetta, Goetz, 1982). Проценты
овулировавших ооцитов данио рерио, стимули-
рованных прогестероном и ПЖК и прогестероном
и простагландином у трех из четырех самок не отли-
чаются достоверно. Следует напомнить, что мы ис-
пользовали концентрацию ПГF2α равную 5 мкг/мл
и 20% ПЖК. Если бы действующее начало в обоих
случаях было одинаковым, то ПЖК должна была бы
содержать ПГF2 в концентрации заметно превыша-
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Влияние прогестерона (1 мкг/мл), простагландина F2α (5 мкг/мл) и полостной жидкости карпа (ПЖК, 20%) в
90% среде Лейбовитца с рН 9 на овуляцию in vitro ооцитов данио рерио и развитие зародышей после осеменения
до перехода на активное питание

* р < 0.05 по сравнению с контролем в прогестероне.

№
самки

Гормональ-
ная

обработка

ПЖК
добавлена

(+)

Общее
число 

фолликулов

Число (%) 
овулировав-

ших
ооцитов

Число (%) 
дробящихся 
зародышей

Число (%) 
сформи-
рованных

пред-
личинок

Число (%) 
вылупив- 

шихся
личинок

Число (%)
личинок, 

перешедших 
на активное 

питание

1 прог – 54 17 (31) 10 (59) 4 (23) 2 (12) 1 (6)

прог + ПГF2α – 41 35 (85)* 20 (57) 19 (54)* 13 (37)* 11 (31)*

прог + 50 20 (40) 14 (70) 8 (40) 2 (10) 0

2 прог – 61 9 (15) 2 (22) 0 0 0

прог + ПГF2α – 62 30 (48)* 26 (87)* 9 (30)* 9 (30)* 8 (27)*

прог + 80 28 (35) 23 (82) 11 (39) 5 (18) 3 (11)

3 прог – 61 8 (13) 4 (50) 1 (12) 1 (12) 0

прог + ПГF2α – 51 18 (35)* 8 (44) 5 (28) 5 (28) 4 (22)

прог + 33 12 (36) 7 (58) 3 (25) 3 (25) 1 (8)

4 прог – 30 15 (50) 6 (40) 0 0 0

прог + ПГF2α – 35 25 (71)* 23 (92) 12 (48) 9 (36) 5 (20)

прог + 28 22 (78) 19 (86) 6 (27) 3 (14) 3 (14)

5 прог – 32 7 (22) 3 (43) 0 0 0

прог + ПГF2α – 31 18 (58)* 15 (83) 13 (72) 2 (17) 2 (17)

6 прог – 72 7 (10) 4 (57) 1 (14) 0 0

прог + ПГF2α – 70 33 (47)* 19 (57) 9 (27) 9 (27) 9 (27)

7 прог – 65 10 (15) 7 (70) 1 (10) 0 0

прог + ПГF2α – 77 52 (67)* 37 (71) 14 (27) 14 (27)* 7 (13)

8 прог – 72 10 (14) 6 (60) 1 (10) 0 0

прог + ПГF2α – 66 18 (27)* 13 (72) 11 (61)* 11 (61)* 7 (39)*

ющей 5 мкг/мл. В работе на золотой рыбке (Bouf-
fard, 1979) показано, что концентрация ПГF2α в ее
полостной жидкости превышает 9 нг/мл, а кон-
центрация в среде инкубации, в которой Желабер
и Сцоллози (Jalabert, Szollosi, 1975) получали
100% овуляцию ооцитов форели была в 1000 раз
выше (1 мкг/мл). При этом дозы 0.15 и
0.30 мкг/мл ПГF2 вызывали только частичную ову-
ляцию, хотя были в 100 раз выше, чем концентра-
ция ПГF2α в полостной жидкости золотой рыбки.
С чем связана такая разница в эффекте PGF2, вне-
сенного извне и “стимулятора” овуляции, содер-
жащегося в полостной жидкости рыб, не ясно.

Напомним, что у всех 8-и самок, ооциты кото-
рых созревали и овулировали в присутствии про-
стагландина, зародыши достигли стадии активно
питающихся личинок (от 13 до 39%), добавление

в среду культивирования ооцитов ПЖК привело
к тому, что у трех самок стадии личинки, пере-
шедшей на активное питание, достигли от 8 до
14% зародышей, а в среде с одним прогестероном
только 6% зародышей одной самки (таблица).
Возможно, что ооциты данио рерио являются
удобным объектом не только для исследования
роли простагландинов в овуляции ооцитов, но и
их возможного участия в созревании ооцитов и
приобретении ими компетенции к развитию.

Обрабатывая ПГЕ2α созревшие in vitro окру-
женные фолликулярными оболочками ооциты
данио рерио, нам удалось стимулировать их ову-
ляцию у всех использованных в опыте самок. Од-
нако процент овулировавших ооцитов в большин-
стве случаев оказался очень невысоким. Пытаясь
найти причины этого, мы обратили внимание на
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имеющиеся в литературе данные о том, что у от-
кладывающих икру самок данио рерио, уровень
ПГF2α в плазме не меняется на протяжении про-
цессов созревания и овуляции и возрастает толь-
ко после ее завершения (Melnyk, 2011; Knight,
2014). Судя по имеющимся данным, сходная ди-
намика изменений простагландинов (ПГЕ2 или
ПГF2α) в процессе овуляции in vivo наблюдается у
большинства исследованных видов рыб: золотой
рыбки (Bouffard, 1979), амурского вьюна (Misgur-
nus anguillicaudatus) (Ogata et al., 1979), гольца
(Cetta, Goetz, 1982). Особенный интерес пред-
ставляют данные, полученные на другой аквари-
умной рыбке – медаке. В последние годы меха-
низм стимуляции овуляции у медаки исследован
наиболее полно. Прежде всего, у нее, как и у да-
нио рерио, уровень простагландина (у медаки это
ПГЕ2) тоже не увеличивается на протяжении ову-
ляции (Fujimori et al., 2011, 2012). Тем не менее, у
медаки (Fujimori et al., 2011), как и у данио рерио
(Lister, Van Der Kraak, 2008), индометацин – инги-
битор циклоксигеназы, фермента, участвующего в
синтезе простагландинов, подавляет овуляцию
ооцитов. Перед овуляцией в достигших дефини-
тивного размера фолликулах медаки резко увели-
чивается синтез одного из подтипов рецепторов к
ПГЕ2 – ЕР4 (Fujimori et al., 2011, 2012). Стимулиро-
вать образование ЕР4 in vitro не удается ни 17α,
20β-дигидроксипрогестероном, ни хориониче-
ским гонадотропином человека (Fujimori et al.,
2012; Hagiwara et al., 2014). Обработка фолликулов
антагонистом этих рецепторов (GW627368X) при-
водит к подавлению овуляции (Fujimori et al.,
2011, 2012), а обработка гормоном с выраженной
фолликулостимулирующей активностью – гонадо-
тропином сыворотки жеребой кобылы (ГСЖК) – к
увеличению количества рецепторов (Fujimori et al.,
2012). Представляется довольно вероятным, что об-
работка преовуляторных фолликулов данио рерио
ГСЖК будет, как и у медаки, увеличивать число ре-
цепторов к простагландину (у данио рерио –
ПГF2α,) и, таким образом, увеличивать процент ову-
лирующих ооцитов. Если это предположение ока-
жется справедливым, то будет очень интересно
определить динамику образования рецепторов к
ПГF2α в фолликулах данио рерио и выяснить, как
влияет их подавление на овуляцию ооцитов данио
рерио.
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Hormone-Induced In Vitro Maturation and Ovulation of Danio rerio Ovocytes
and Production of Eggs Capable of Fertilization and Futher Development
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It is common knowledge that zebrafish, Danio rerio, oocytes in their follicular envelope that have reached de-
finitive size undergo in vitro maturation in 90% Leibovitz’s medium, pH 9.0, when treated with 17α,20β-di-
hydroxyprogesterone and acquire developmental competence but do not ovulate (Seki et al., 2008). We have
demonstrated that zebrafish oocytes that have undergone maturation under the indicated conditions ovulate
when treated with prostaglandin F2α (5 μg/mL) or 20% carp internal f luid and are capable of development
towards the actively feeding larvae upon fertilization (the maximum follow-up period).

Keywords: oocyte, maturation, ovulation, in vitro, progesterone, prostaglandins E2 and F2α, fertilization, de-
velopment, zebrafish (Danio rerio)
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