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В исследовании рассматривается влияние культивирования in vitro эмбрионов мыши с 200 мкМ ли-
нолевой кислоты (ЛК) в течение 48 ч на их жизнеспособность после витрификации. Флуоресцент-
ная микроскопия эмбрионов, окрашенных DAPI, показала усиление фрагментации ядер в группе
после воздействия ЛК без криоконсервации, и значительное уменьшение числа клеток у витрифи-
цированных эмбрионов через 24 ч после их отогрева. Таким образом, культивирование in vitro с ЛК
снижает жизнеспособность эмбрионов мыши после витрификации.
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ВВЕДЕНИЕ
Липидные гранулы (ЛГ) являются внутрикле-

точными хранилищами жирных кислот (ЖК),
триацилглицеринов, и других соединений, необхо-
димых для метаболизма, синтеза мембран (Walther,
Farese, 2012; Welte, Gould, 2017), а также нормально-
го развития преимплантационных зародышей мы-
шей (Tatsumi et al., 2018). Эти клеточные включения
чувствительны к охлаждению и могут влиять на эф-
фективность криоконсервации эмбрионов у не-
которых видов млекопитающих (Pereira, Marques,
2008; Amstislavsky et al., 2019). Мышь, наряду с
другими млекопитающими, используется в каче-
стве модели для понимания роли внутриклеточ-
ных липидов в созревании ооцитов и развитии
преимплантационных зародышей (Dunning et al.,
2014; Arena et al., 2021).

Ранее было показано, что условия культивиро-
вания in vitro преимплантационных эмбрионов
могут влиять на количественный и качественный
состав их внутриклеточных липидов (Lapa et al.,
2011). В частности, различные ЖК, добавленные
в питательную среду, могут приводить к измене-
нию состава ЛГ эмбрионов млекопитающих, что
влияет на их развитие in vitro (Nonogaki et al., 1994;
Hochi et al., 1999). Такой эффект оказывает, на-
пример, линолевая кислота (ЛК), которая может

привести к изменению внутриклеточного профи-
ля ЖК ооцитов крупного рогатого скота (КРС)
при их созревании in vitro (Lapa et al., 2011). Так-
же, культивирование in vitro эмбрионов КРС в
среде, дополненной конъюгированным изоме-
ром ЛК, транс-10, цис-12 октадекадиеновой кис-
лотой (КЛК), улучшает их восстановление после
витрификации (Pereira, Marques, 2008). Было по-
казано, что во время культивирования in vitro
КЛК проникает в клетки преимплантационных
эмбрионов КРС, вызывает повышенную теку-
честь их мембран, а также попадает в ЛГ (Pereira,
Marques, 2008). Наше предыдущее исследование
показало, что культивирование in vitro эмбрионов
мышей с ЛК вызывает увеличение общего коли-
чества внутриклеточных липидов и степени их
ненасыщенности, а также вызывает снижение
температуры начала фазового перехода липидов
(ФПЛ), но не влияет на их жизнеспособность по-
сле процедур медленного программного замора-
живания и последующего оттаивания (Igonina
et al., 2021). Целью данной работы являлось изу-
чение влияния ЛК на эффективность витрифика-
ции эмбрионов мышей и их последующее разви-
тие in vitro.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В эксперименте было использовано 17 поло-
возрелых самок и шесть самцов мышей линии
CD1 в возрасте от двух до трех месяцев. Живот-
ных содержали в стандартных условиях конвен-
ционального вивария Института цитологии и ге-
нетики (Новосибирск, Россия).

Cамок мышей линии CD1 на стадии проэст-
рус-эструс ссаживали на ночь с фертильными
самцами этой же линии. День обнаружения ваги-
нальной пробки считали первым днем беремен-
ности. Таких самок подвергали эвтаназии путем
дислокации шейных позвонков на второй день
беременности, в 14 ч. Яйцеводы и матку извлека-
ли и промывали средой Flushing Solution (Ferti-
Pro, Бельгия), как описано ранее (Igonina et al.,
2021).

Перед витрификацией эмбрионы были поде-
лены на две группы, которые культивировали
in vitro: 1) контроль (n = 82), без добавления ЛК
(Merck, Германия) в среду KSOM (Merck, Герма-
ния); 2) с добавлением 200 мкМ ЛК (n = 107).
Данная дозировка выбрана нами исходя из наших
предварительных исследований. Согласно нашей
предыдущей работы, эта дозировка была опти-
мальной для развития эмбрионов мышей без
криоконсервации (Igonina et al., 2021). Перед до-
бавлением ЛК в среду KSOM его предварительно
смешивали с бычьим сывороточным альбумином
в соотношении 3 : 1. Культивирование in vitro про-
изводили на 35 мл чашках Петри (Corning, США)
в 20 мкл каплях KSOM в группах по 3–5 эмбрио-
нов под минеральным маслом (Merck, Germany) в
течение 48 ч при 37°С, 5% СО2 и влажности 90% в
CO2-инкубаторе New BrunswickTM Galaxy 48R
(Eppendorf, Германия). Эмбриональное развитие
контролировали визуально под микроскопом S8
APO (Leica Microsystems, Германия). После куль-
тивирования эмбрионы из каждой группы фик-
сировали в 4% параформальдегиде (ХимМед,
Россия) на PBS и окрашивали 2 мкг/мл 4,6-диа-
мидино-2-фенилиндола – DAPI (Merck, Герма-
ния): контроль (n = 35), группа после ЛК (n = 39);
оставшиеся эмбрионы криоконсервировали:
контроль (n = 41), группа после ЛК (n = 64).

Для витрификации 2–3 эмбриона помещали в
среду FertiCult Flushing (FertiPro, Бельгия), после
чего переносили в уравновешивающую среду, со-
держащую 20% фетальной телячьей сыворотки –
ФТС (ХимМед, Россия), 7.5% пропиленгликоля –
ПГ (ХимМед, Россия) и 7.5% диметилсульфокси-
да – ДМСО (ХимМед, Россия), на 3 минуты, а затем
в среду для витрификации, содержащую 20%
ФТС, 16.5% ПГ, 16.5% ДМСО и 0.5 М сахарозы
(ХимМед, Россия) на 25 секунд при комнатной
температуре. На последнем этапе эмбрионы пе-
реносили на Cryotop (Kitazato, Япония) с мини-

мальным количеством среды и сразу же погружа-
ли в жидкий азот (LN2) для хранения.

Для отогрева Cryotop доставали из LN2 и поме-
щен в среду FertiCult Flushing с добавлением
0.25 М сахарозы при 37°C на одну минуту. После
чего, эмбрионы переносили в среду, содержащую
0.15 М сахарозы, на пять минут, а затем промыва-
ли средой без криопротекторов и ставили на
культуру in vitro в 20 мкл каплю среды KSOM в
CO2-инкубатор Galaxy 48R на 24 часа, при тех же
условиях, которые были описаны выше. После
культивирования эмбрионы из каждой группы
фиксировали в 4% параформальдегиде на PBS и
окрашивали DAPI (контроль: n = 39, группа после
ЛК: n = 54).

Окрашивание эмбрионов DAPI до и после вит-
рификации проводили по протоколу, описанно-
му нами ранее (Igonina et al., 2021). Подсчет числа
интерфазных ядер и их фрагментов в развиваю-
щихся морулах и бластоцистах производили пу-
тем визуальной оценки препаратов с применени-
ем флуоресцентного микроскопа AxioImager A1
(Carl Zeiss, Германия), имеющегося в распоряже-
нии ЦКП МАБО СО РАН, с соответствующим
кубическим фильтром для окрашивания DAPI.

Статистическую обработку результатов иссле-
дования проводили с помощью стандартного паке-
та программного обеспечения STATISTICA V 8.0
(StatSoft, Inc.). Доли зародышей, развивающихся
до стадии морулы и бластоцисты сравнивали с
помощью теста хи-квадрат. Для сравнения дан-
ных по числу клеток в эмбрионах и индексу фраг-
ментации использовали t-критерий Стьюдента.
Результаты считали статистически значимыми
при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В ходе проведенного исследования не было
выявлено достоверного влияния ЛК на долю раз-
вивающихся морул и бластоцист, а также среднее
число клеток на эмбрион (табл. 1). Однако в груп-
пе, после воздействия ЛК, наблюдалось значи-
тельное увеличение (p < 0.05) индекса фрагмента-
ции ядер по сравнению с контролем (13.2 ± 2.3 и
7.6 ± 1.2 соответственно).

После процедур витрификации/отогрева не
было выявлено достоверных различий по доле
развивающихся бластоцист между ЛК и кон-
трольной группами (табл. 1). Тем не менее, зна-
чительное снижение (p < 0.05) среднего числа
клеток на эмбрион было обнаружено в группе ЛК
по сравнению с контролем (50.1 ± 3.9 и 65.0 ± 4.7
соответственно). Наши результаты также пока-
зывают, что витрификация не повлияла на фраг-
ментацию ядер (табл. 1).
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БРУСЕНЦЕВ и др.

ОБСУЖДЕНИЕ

Настоящее исследование показало, что воз-
действие ЛК при культивировании in vitro не вли-
яло на частоту преимплантационного развития
мышей. Однако наблюдалось увеличение фраг-
ментации ядер в группе, после воздействия ЛК,
по сравнению с контролем. Скорее всего, этот
эффект может быть связан с влиянием ЛК, по-
скольку наша предыдущая работа подтвердила,
что та же доза ЛК, добавленная к эмбрионам мы-
шей при культивировании in vitro, вызвала воз-
растание общего количества внутриклеточных
липидов в эмбрионах мыши (Igonina et al., 2021).
В более раннем исследовании было показано
угнетающее действие ЛК на развитие эмбрионов
мышей в дозах 223–319 мкМ (Nonogaki et al.,
1994). Однако у КРС наблюдалось положитель-
ное влияние ЛК в культуре in vitro на развитие эм-
брионов (Hochi et al., 1999). Эти исследования по-
казали, что природа этих эффектов может зависеть
от видовой принадлежности исследуемых живот-
ных и дозы ЛК (Nonogaki et al., 1994; Hochi et al.,
1999). В частности, на крупном рогатом скоте по-
казано, что с увеличением дозы доля развиваю-
щихся эмбрионов сначала увеличивается, а затем
уменьшается (Hochi et al., 1999). В другой работе,
также выполненной на крупном рогатом скоте,
изучали влияние КЛК на эмбрионы; было пока-
зано транзиторное угнетение их развития при со-
поставимых дозах и последующем ослаблении
этого эффекта со временем культивирования
(Dias et al., 2020). В целом, наши результаты де-
монстрируют, что ЛК в дозе 200 мкМ оказывает

лишь незначительное, хотя и достоверное, повы-
шение уровня фрагментации ядер в клетках эм-
брионов, но отсутствие влияния на развитие эм-
брионов мышей.

Между тем, наши результаты демонстрируют,
что воздействие ЛК при культивировании in vitro
сопровождается угнетением развития эмбрионов
после их витрификации и последующего отогре-
ва. Несмотря на то, что доля бластоцист была
сходной между группами, среднее число клеток
на эмбрион было ниже в группе, которую до вит-
рификации культивировали с ЛК. Эти результаты
отличаются от данных нашей предыдущей рабо-
ты, где ЛК в той же дозировке не вызывал измене-
ния качества эмбрионов мышей после медленно-
го замораживания/оттаивания (Igonina et al.,
2021). Этот эффект, вероятно, связан с тем, что
при медленном замораживании температура на-
чала ФПЛ была ниже после обработки ЛК (Igoni-
na et al., 2021), однако во время витрификации
ФПЛ происходит моментально.

Наше исследование показало, что преимплан-
тационные зародыши мышей, после воздействия
ЛК, имеют сниженную криотолерантность; эти
выводы разнятся с результатами экспериментов,
проведенных ранее на различных видах сельско-
хозяйственных животных (Hochi et al., 1999;
Pereira, Marques, 2008; Dias et al., 2020), что можно
объяснить существенно меньшим содержанием
внутриклеточных липидов у мыши (Amstislavsky
et al., 2019). Расхождение между представленны-
ми нами данными и предыдущими результатами,
полученными на эмбрионах крупного рогатого

Таблица 1. Развитие эмбрионов мышей в культуре in vitro до и после витрификации

* p < 0.05 по сравнению с контролем. 
1 Эмбрионы от каждой самки были случайным образом распределены между двумя группами. 
2 Число эмбрионов, которые имеют 20% или больше мертвых клеток (доля от общего числа развивающихся эмбрионов). 
3 Число эмбрионов, взятых для окрашивания DAPI, составляло 39 в группе, после воздействия ЛК, и 35 в контроле. 
4 Число эмбрионов, которые имеют 40% или больше мертвых клеток (доля от общего числа развивающихся эмбрионов).
5 Число эмбрионов, взятых для окрашивания DAPI, составляло 54 в группе, после воздействия ЛК, и 39 в контроле.

Культивирование in vitro эмбрионов с 200 мкМ линолевой кислотой (ЛК) до витрификации

Группы1 Число 
эмбрионов

Число развивающихся эмбрионов, % Окрашивание DAPI3

морулы бластоцисты
поврежденные 

эмбрионы2
число клеток 
на эмбрион

фрагментация 
ядер, %

Контроль 82 22 (26.8) 60 (73.2) 4 (4.9) 28.9 ± 2.6 7.6 ± 1.2
ЛК 107 27 (25.2) 80 (74.8) 12 (11.2) 28.3 ± 2.5 13.2 ± 2.3*

Развитие эмбрионов в культуре in vitro после витрификации

Группы Число 
эмбрионов

Число развивающихся эмбрионов, % Окрашивание DAPI5

бластоцисты поврежденные эмбрионы4 число клеток 
на эмбрион

фрагментация 
ядер, %

Контроль 41 31 (75.6) 10 (24.4) 65.0 ± 4.7 13.7 ± 2.5
ЛК 64 38 (59.4) 26 (40.6) 50.1 ± 3.9* 16.5 ± 2.9
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скота и свиней можно объяснить видовой специ-
фикой, а также различиями во времени культиви-
рования и используемых дозах ЛК. Мы полагаем,
что увеличение уровня ненасыщенности внутри-
клеточных липидов может положительно повли-
ять на эффективность криоконсервации эмбрио-
нов КРС и свиней; при этом общее количество
внутриклеточных липидов у этих видов суще-
ственно не меняется. С другой стороны, относи-
тельное возрастание общего количества внутри-
клеточных липидов было значительным у эмбри-
онов мыши, культивированных с той же дозой ЛК
(Igonina et al., 2021), что может быть причиной
снижения результатов криоконсервации в группе
ЛК, наблюдаемой в данной работе.
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животными до и после экспериментальных вмеша-
тельств соответствовали международным нормам по
биоэтике.

ИНФОРМАЦИЯ О ВКЛАДЕ АВТОРОВ

Авторы Е.Ю. Брусенцев, Т.Н. Игонина и С.Я. Амсти-
славский придумали и разработали дизайн экспери-
мента. Авторы Е.Ю. Брусенцев, Т.Н. Игонина и
С.В. Окотруб получали преимплантационные эмбрио-
ны, проводили их витрификацию и отогрев, а также их
культивирование in vitro. Автор Э.А. Чуйко проводил
окрашивание DAPI, подсчет числа интерфазных ядер, их
фрагментов и метафазных пластинок в развивающихся
бластоцистах. Авторы Е.Ю. Брусенцев, Т.Н. Игонина,
С.В. Окотруб и С.Я. Амстиславский участвовали в об-

работке данных. Авторы Е.Ю. Брусенцев, Т.Н. Игонина
и С.Я. Амстиславский участвовали в написании текста
статьи. Все авторы участвовали в обсуждении резуль-
татов.
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Linoleic Acid Exposure in vitro Affects Vitrification of Mouse Embryos
E. Yu. Brusentsev1, T. N. Igonina1, S. V. Okotrub1, E. A. Chuyko1, and S. Ya. Amstislavsky1, *

1Institute of Cytology and Genetics, Russian Academy of Sciences, Siberian Branch,
prosp. Lavrentyeva 10, Novosibirsk, 630090 Russia

*e-mail: amstis@yandex.ru

The study addresses the effect of in vitro culture (IVC) of mouse embryos with 200 μM linoleic acid (LA),
48 h, on their viability after vitrification. Fluorescence microscopy of DAPI stained embryos showed an in-
crease of nuclear fragmentation in the non-vitrified LA-treated group, and a significant decrease in the num-
ber of cells in vitrified embryos 24 h after their warming. Thus, IVC with LA reduces the viability of mouse
embryos after vitrification.

Keywords: mice, preimplantation embryos, intracellular lipids, in vitro culture, linoleic acid, vitrification


