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Преимплантационные эмбрионы мышей на сегодняшний день остаются самой популярной 
моделью, которая обычно используется для исследования раннего развития млекопитающих. 
Культивирование доимплантационных зародышей млекопитающих вне организма является 
необходимым звеном при проведении экспериментально-эмбриологических исследований, а также 
эмбриотехнологических работ по клонированию и получению трансгенных животных. Нормальный 
рост и дифференцировка эмбрионов млекопитающих in vitro во время доимплантационного периода 
зависят от наличия соответствующих метаболических субстратов. Вот почему так важно подобрать 
оптимальные условия культивирования при работе с микроинъецированными эмбрионами, 
поскольку любые манипуляции снижают их жизнеспособность, что особенно важно при получении 
трансгенных животных. 
Для определения наиболее эффективной культуральной среды нами было проведено исследование 
выживаемости эмбрионов мыши после микроинъекции генно-инженерной конструкции 
в  пронуклеусы и дальнейшего культивирования на питательных средах М16 и Onestep. Было 
отмечено увеличение количества эмбрионов, развившихся до стадии двух бластомеров на среде 
Onestep, по сравнению со средой М16. Также были выявлены различия в двух контрольных группах, 
эмбрионы в которых не подвергались микроинъекции, но культивировались на этих же средах в тех 
же условиях, что и эмбрионы опытных групп. Более эффективной средой для культивирования 
интактных эмбрионов оказалась среда Onestep, в которой процент выживших эмбрионов был 
больше, чем в среде М16.
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The normal growth and differentiation of mammalian embryos in vitro during the pre-implantation period 
depends on the availability of appropriate metabolic substrates. Selection of optimal cultivation conditions 
when working with microinjected embryos is of significance, since any manipulations can reduce their 
viability. This is particularly important when obtaining transgenic animals. In order to determine the most 
effective culture medium, we studied the survival of mouse embryos after the microinjection of a genet-
ically engineered construct into the pronuclei and further cultivation on the M16 and Onestep nutrient 
media. Compared to the M16 medium, an increase in the number of embryos that developed to the stage 
of two blastomeres on the Onestep medium was observed. Differences were also revealed in the two control 
groups, the embryos in which were not subjected to microinjection, but were cultured on the same media 
under the same conditions as the embryos of the experimental groups. We found that the Onestep medium, 
in which the percentage of survived embryos exceeded that in the M16 medium, is a more efficient medium 
for the cultivation of intact embryos.
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Введение
Качество эмбрионов является ключевым 

фактором для осуществления успешного 
экстракорпорального оплодотворения, по-
скольку преимплантационные эмбрионы 
млекопитающих оказываются чувствитель-
ными к среде, в которой они развиваются, 
и эта чувствительность может привести 
к долгосрочным изменениям характери-
стик роста и фенотипа плода в послеродо-
вом периоде, что имеет значение для кли-
нического здоровья животных [5, 8].

Условия культивирования глубоко вли-
яют на регуляцию эпигенетических генов 
у эмбрионов и могут иметь серьёзные по-
следствия для здоровья потомства во взро-
слом возрасте. Качество и количество куль-

тивируемых эмбрионов, концентрация 
кислорода, наличие кумулюсных клеток 
и энергетических субстратов оказывают 
влияние на жизнеспособность и развитие 
эмбрионов [7].

Потенциал развития и жизнеспособность 
эмбрионов, культивируемых in vitro, посте-
пенно снижается в процессе культивиро-
вания, несмотря на огромные достижения 
в области культуральных сред и условий 
культивирования. Разработка предимплан-
тационных питательных сред для эмбрионов 
оказала существенное влияние на техноло-
гии вспомогательной репродукции и на ис-
следования физиологии ранних эмбрионов. 
С помощью культивирования эмбрионов 
в условиях in vitro были описаны множество 
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аспектов эмбрионального развития млеко-
питающих, относящихся к морфологии, фи-
зиологии и молекулярным аспектам эмбрио-
генеза [3]. Помимо улучшения питательных 
сред, относительно мало исследований про-
водится по определению физических требо-
ваний эмбрионов, культивируемых in  vitro. 
Поэтому исследования, которые проводятся 
в этой области, до сих пор считаются акту-
альными. В настоящее время предпочти-
тельной системой является культивирование 
в каплях, покрытых слоем минерального 
или парафинового масла на поверхности 
чашки Петри [4]. Для обеспечения разви-
тия преимплантационных эмбрионов in vitro 
важно использовать растворы с правильно 
подобранными компонентами в оптималь-
ных концентрациях, а также наиболее при-
емлемый газовый состав атмосферы, в ко-
торой осуществляется данный процесс [2]. 
Основные направления развития методов 
культивирования эмбрионов млекопитаю-
щих включают в себя тщательный подбор 
условий in vitro для максимального повторе-
ния условий, окружающих эмбрион in  vivo 
[3]. При создании питательных сред иссле-
дователи используют два основных подхода: 
«back-to-nature», когда компоненты и их кон-
центрации стараются сделать максимально 
приближенными по составу к таковым ре-
продуктивных путей, и «let embryo choose», 
когда их состав подбирают эмпирическим 
путём [9].

Целью этого исследования являлось 
сравнение эффективности двух коммерче-
ских питательных сред — М16 и Onestep — 
при культивировании интактных эмбрионов 
мыши и эмбрионов после микроинъекции 
генно-инженерной конструкцией. 

Материалы и методы
Гормональная подготовка самок-доноров

В качестве самок-доноров были исполь-
зованы самки F1 мышей-гибридов C57BL/6 
× CBA/lac в возрасте 3 недели и массой 18–

20  г, полученные из филиала «Столбовая» 
ФГБУН НЦБМТ ФМБА России.

Мышей содержали в виварии с контро
лируемой температурой и освещением, 
на стерилизованной подстилке, со свобод-
ным доступом к пище и воде, при световом 
периоде 12 ч света и 12 ч темноты.

Для вызывания суперовуляции исполь-
зовали метод гормональной стимуля-
ции — самкам в первый день в 1400 внутри-
брюшинно вводили по 7,5  Ед препарата, 
содержащего сыворотку жеребых кобыл 
(Сергон, Чехия), а через 47  ч внутрибрю-
шинно вводили 7,5 Ед хорионического го-
надотропина человека («Московский эндо-
кринный завод», Россия). После введения 
хорионического гонадотропина подсажива-
ли самок к плодовитым самцам-гибридам 
из расчёта 1:1. Результативность оплодот-
ворения определяли по наличию копуляци-
онной пробки на следующий день. Самок 
с копуляционными пробками считали опло-
дотворёнными. 

Получение зигот  
от самок-доноров эмбрионов

Самок-доноров умерщвляли путём дис-
локации шейных позвонков и обрабатыва-
ли 70% р-ром этилового спирта. Избыток 
спирта удаляли с помощью стерильной 
фильтровальной бумаги и стерильными 
инструментами производили послойное 
рассечение кожи и брюшной стенки для по-
лучения доступа к яичникам. С помощью 
стерильных ножниц и пинцета извлекали 
яйцеводы с ооцит-кумулюсными комплек-
сами и помещали их в каплю манипуляци-
онной среды М2 (“Sigma Aldrich”) объёмом 
50  мкл. Далее под малым увеличением 
светового микроскопа стерильной инъек-
ционной иглой вскрывали ампулярное про-
странство, извлекали ооцит-кумулюсные 
комплексы и помещали их в отдельную ка-
плю с гиалуронидазой, активность которой 
составляла 50  МЕ/мл, для удаления куму-
люсных масс. После очистки от кумулюс-
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ных масс эмбрионы последовательно от-
мывали в трёх каплях с манипуляционной 
средой М2 и помещали в каплю под слоем 
лёгкого минерального масла.

Микроинъекция генно-инженерной 
конструкции в пронуклеусы зигот

Для микроинъекции отбирали оплодот-
ворённые эмбрионы хорошего качества 
с двумя чётко просматриваемыми прону-
клеусами. Эмбрионы были помещены в ка-
меру Фон-Брюна с каплей манипуляцион-
ной среды М2, окружённой минеральным 
маслом (“Sigma Aldrich”), чтобы предотвра-
тить испарение. 

Микроинъекцию проводили в более 
крупный мужской пронуклеус зиготы 
иглой диаметром до 1  мкм на световом 
инвертированном микроскопе Nikon, осна-
щённом оптикой Номарского и микромани-
пуляторами Eppendorf InjectMan  4. Генно-
инженерная конструкция содержалась 
в буфере ТЕ для инъекций (10 мМTris-HCl, 
0,1 мМ EDTA, рН 7,4), рабочая концентра-
ция составляла 5–6 нг/мкл. Степень напол-
нения пронуклеуса определяли визуально. 

Культивирование эмбрионов
После микроинъекции эмбрионы поме-

щали в предварительно загазованные куль-
туральные среды М16 (“Sigma Aldrich”) 
и Onestep (“Vitromed”) в каплях среды объ-
ёмом 36 мкл под лёгким минеральным ма-

слом в газовой фазе, содержащей 5% СО2, 
при температуре 37°С и культивировали 
в течение 24 ч до стадии двух бластомеров. 
Культуральные среды не менялись в тече-
ние культивирования.

Результаты и их обсуждение
Для выявления эффективности культи-

вирования все эмбрионы были разделе-
ны на четыре группы (две опытные и две 
контрольные). Эмбрионы первой опыт-
ной группы в количестве 159  штук были 
микроинъецированы генно-инженерной 
конструкцией и поставлены на культиви-
рование в среде М16, а эмбрионы второй 
опытной группы в количестве 158 штук — 
в среде Onestep. Среда M16 была выбрана 
как наиболее часто используемая стандарт-
ная среда для культивирования эмбрионов 
мыши in vitro [6]. 

В контрольных группах эмбрионы куль-
тивировались в тех же средах, но микро-
инъекция не проводилась. Количество эм-
брионов контрольной группы в среде М16 
составило 165  штук, а в среде Onestep  — 
156 штук соответственно (табл.).

Таким образом, среда Onestep эффек-
тивнее М16 на 3,1% при культивирова-
нии микроинъецированных эмбрионов, 
и на 2,2% — при культивировании интакт-
ных эмбрионов. Из этого следует, что куль-
туральная среда Onestep эффективнее, чем 
среда М16, и является более предпочти-

Таблица. Сравнение эффективности культуральных сред при культивировании микроинъецированных и  ин-
тактных эмбрионов
Table. Comparison of the efficiency of culture media during the cultivation of microinjected and intact embryos

Экспериментальная группа

Количество 
эмбрионов, 

поставленных на 
культивирование

Количество 
продробившихся 
эмбрионов после 
культивирования

Процент 
продробившихся 

эмбрионов

Опытная № 1 (среда М16, 
микроинъецированные эмбрионы) 159 145 91,2

Опытная № 2 (среда Onestep, 
микроинъецированные эмбрионы) 158 149 94,3

Контрольная № 1 (среда М16, 
интактные эмбрионы) 166 159 95,8

Контрольная № 2 (среда Onestep, 
интактные эмбрионы) 156 153 98,0
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тельной для использования при получении 
трансгенных мышей.

Заключение
Чтобы успешно реализовывать биотех-

нологические программы, а также для про-
ведения фундаментальных исследований 
на эмбрионах необходимо создание опти-
мальных культуральных систем, обеспечи-
вающих полноценное развитие эмбрионов 
вне организма.

В настоящее время существует разно-
образие питательных сред для культиви-
рования in  vitro преимплантационных эм-
брионов млекопитающих. Качественный 

и количественный состав этих сред может 
оказывать существенное влияние на пре- 
и постимплантационное развитие [2]. 

При получении трансгенных мышей не-
обходимо проводить тщательное тестиро-
вание различных систем культивирования 
эмбрионов, а также осуществлять подбор 
культуральных сред, чтобы максимально эф-
фективно использовать имеющийся биоло-
гический материал [1]. Поскольку на сегод-
няшний день исследователям может быть 
предложено большое количество различных 
питательных сред, необходимость выявле-
ния наиболее эффективной культуральной 
среды остаётся одной из главных задач. 
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