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Аннотация. Цель настоящей работы – идентификация влияния экстра- (ЭОВ) и интраовариальной витри-
фикации (ИОВ) на митохондриальную активность (МА), состояния хроматина в ооцитах свиней в процессе 
созревания in vitro. При ЭОВ ооциты свиней обрабатывали растворами криопротекторов (КПР): КПР-1 – 0.7 M 
диметилсульфоксида (ДМСО) + 0.9 M этиленгликоля (ЭГ); КПР-2 – 1.4 M ДМСО + 1.8 M ЭГ; КПР-3 – 2.8 M ДМСО + 
3.6 M ЭГ + 0.65 M трегалозы. При ИОВ фрагменты яичников опускали в КПР-1 – 7.5 % ЭГ + 7.5 % ДМСО, затем 
в КПР-2 – 15 % ЭГ, 15 % ДМСО и 0.5 М сахарозы. Пайеты с ооцитами и фрагменты яичников погружали и 
хранили в LN2. Для девитрификации ЭОВ ооциты экспонировали в 0.25, 0.19 и 0.125 М растворах трегалозы, 
ИОВ – в 0.5 и 0.25 М трегалозы. Ооциты культивировали в среде NCSU-23 с 10 % жидкости фолликулов, их 
стенками, гормонами. Все среды дополняли 0.001 % наночастиц высокодисперсного кремнезема (Институт 
химии поверхности им. А.А. Чуйко Национальной академии наук Украины, Украина). Режимы оплодотворе-
ния и культивирования эмбрионов представлены нами в методических рекомендациях. Митохондриальную 
активность и статус хроматина оценивали MitoTracker Orange CMTMRos и цитогенетическим методом. Выяв-
лены достоверные различия в уровне ооцитов c высокоэкспандированным кумулюсом между контрольной 
и витрифицированными группами (81 % против 59 и 52 % соответственно, p ≤ 0.001). Доля пикнотических 
клеток у нативных ооцитов составила 19 %, у ЭОВ и ИОВ ооцитов – 39 и 49 % соответственно. Стадии ме-
тафазы II достигли 86 % нативных ооцитов, и только 48 % ЭОВ и 33 % ИОВ ооцитов завершили созревание 
(р ≤ 0.001). Отмечена достоверная разница в МА между группами, подвергнутыми ИОВ и ЭОВ (89.4 ± 7.5 и 
149.2 ± 11.3 мкА соответственно, р < 0.05). Впервые получены доимлантационные эмбрионы из ооцитов сви-
ней, подвергнутых интраовариальной витрификации.
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Abstract. The aim of the present study was to identify the inf luence of extra- (EOV) and intraovarian vitrif ication 
(IOV) on mitochondrial activity (MA) and chromatin state in porcine oocytes during maturation in vitro. During EOV 
porcine oocytes were exposed in cryoprotective solutions (CPS): CPS-1 – 0.7 M dimethyl sulfoxide (DMSO) + 0.9 M 
ethylene glycol (EG); CPS-2 – 1.4 M DMSO + 1.8 M EG; CPS-3 – 2.8 M DMSO + 3.6 M EG + 0.65 M trehalose. At IOV the 
ovarian fragments were exposed in CPS-1 – 7.5 % EG + 7.5 % DMSO, then in CPS-2 – 15 % EG, 15 % DMSO and 0.5 M 
sucrose. Straws with oocytes and ovarian fragments were plunged into LN2 and stored. For devitrif ication, the EOV 
oocytes were washed in solutions of 0.25 M, 0.19 M and 0.125 M of trehalose, the IOV – in 0.5 М and 0.25 М treha-
lose. Oocytes were cultured in NCSU-23 medium with 10 % f luid of follicles, follicular walls, hormones. 0.001 % of 
highly dispersed silica nanoparticles (ICP named after A.A. Chuyko of the NAS of Ukraine) were added to all media. 
The methods of fertilization and embryo culture are presented in the guidelines developed by us. MA and chroma-
tin state were measured by MitoTracker Orange CMTMRos and the cytogenetic method. Signif icant differences in 
the level of oocytes with high-expanded cumulus between control and experimental vitrif ied groups (81 % versus 
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59 % and 52 %, respectively, p ≤ 0.001) were observed. The percentage of pyknotic cells in native oocytes was 19 %, 
EOV or IOV oocytes were 39 % and 49 %, respectively. After culture, the level of matured native oocytes was 86 %, 
48 % EOV and 33 % IOV cells f inished the maturation ( p ≤ 0.001). Differences were also observed in the level of MA 
between groups treated by EOV and IOV (89.4 ± 7.5 µA and 149.2 ± 11.3 µA, respectively, p ≤ 0.05). For the f irst time, 
pre-implantation embryos were obtained from oocytes treated by IOV.
Key words: oocyte; vitrif ication; extraovarian; intraovarian; mitochondria; Sus scrofa domesticus (L.).
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Введение
Разработка метода витрификации для криоконсервации 
репродуктивных клеток – наиболее значимое достиже-
ние для вспомогательных репродуктивных технологий 
человека и животных в последние 70 лет (Coello et al., 
2018). Однако за более чем полувековые исследования 
этой области результаты по получению жизнеспособных 
эмбрионов из девитрифицированных ооцитов остаются 
неоднозначными (Mullen, Fahy, 2012). В первую очередь, 
это связано с медленно развивающимся прогрессом в об-
ласти модернизации протоколов (параметров) экстра- или 
интраовариальной технологии замораживания/оттаива-
ния (Yurchuk et al., 2018). 

При экстраовариальной витрификации женских гамет 
с применением открытых систем замораживания, таких 
как соломины, криотопы, криолупы, насыщение клеток 
криопротекторами достигается за короткие сроки при 
сравнительно невысоком времени экспозиции в витри-
фицирующих растворах, так же как и переход клеток в 
витрифицированное состояние. При закрытой интраова-
риальной (внутрифолликулярной) системе время экспози-
ции в криопротекторах значительно увеличивается, а ско-
рость перехода воды в ооцитах в «стеклоподобную» фазу  
медленнее из-за повышения точки эвтектики (Obata et al., 
2018). За счет удлинения времени фазового перехода воды 
возникает опасность образования вне- и внутриклеточно-
го льда, оказывающего повреждающее действие на клетки 
(Амстиславский и др., 2015). Однако при использовании 
открытого способа витрификации существует риск инва-
зирования витрифицируемой среды и ооцит-кумулюсных 
комплексов, что впоследствии может повлиять на ком-
петентность клеток к оплодотворению и последующему 
эмбриональному развитию (Joaquim et al., 2017). В таком 
случае интраовариальная витрификация может стать 
альтернативной закрытой системой, нивелирующей воз-
действие резистентных криогенных микроорганизмов 
и грибов на ткани яичника и ооциты (Bielanski, 2012). 
Между тем применение обеих моделей витрификации 
предполагает возникновение температуро- и осмотиче-
ски-зависимых повреждений субклеточных компартмен-
тов половых и соматических клеток (Buderatska, Petrushko, 
2016). 

Наиболее чувствительными органеллами являются 
цитоскелет, митохондрии и ядерный аппарат, которые 
играют важную роль в процессе пролиферации соматиче-
ских клеток, а также созревания и дальнейшего развития 
женских гамет (Lai et al., 2014). В результате криогенных 
фазово-структурных переходов и перекисного окисления 
аннулярных липидов барьерные свойства митохондри-
альной мембраны нарушаются, происходит утечка транс-

портируемых ионов, в том числе Са2+ и H+, и метаболитов 
как через систему активного транспорта, так и путем 
пассивной диффузии через трансмембранные эффекты 
(неспецифические поры высокой проницаемости), кото-
рая обуславливает снижение энергоснабжения ооцита в 
период развития и способствует возникновению условий 
для запуска реакций апоптоза (Кузьмина и др., 2019). 
Низкотемпературное повреждение ядерного аппарата 
ооцитов характеризуется главным образом снижением его 
матричной активности (синтеза ДНК и РНК), вследствие 
криоденатурации и потери функциональной активности 
ферментов (Pereira et al., 2019). 

Таким образом, создание оптимальной и эффективной 
технологии витрификации, способной максимально со-
хранить архитектонику и функциональную активность 
клеточных компартментов, которые обеспечивают форми-
рование яйцеклетки, компетентной к оплодотворению, – 
одна из основных задач, стоящих перед репродуктологами 
и криобиологами, занимающимися проблемами низкотем-
пературного сохранения половых клеток.

Цель настоящей работы – идентифицировать характер 
влияния различных моделей (экстра- и интраовариаль-
ной) витрификации на функциональную активность ми-
то хондрий (интенсивность флуоресценции MitoTracker 
Orange CMTMRos) и статус хроматина в нативных и де-
витрифицированных ооцитах Sus scrofa domesticus (L.) при 
экстракорпоральном созревании женских гамет и развитие 
из них доимплантационных эмбрионов.

Материалы и методы
Все реагенты, задействованные при выполнении экспе-
риментов, за исключением обозначенных в тексте, – про-
изводства компании Sigma-Aldrich (США). Пластиковая 
лабораторная посуда – фирмы BD Falcon™ (США). 

В экспериментах использовали ооцит-кумулюсные 
комплексы (ОКК), аспирированные из антральных фолли-
кулов яичников S. scrofa domesticus (L.) (свинья домашняя) 
породы ландрас. Яичники свиней после овариоэктомии 
животных доставляли в лабораторию в 0.9 % растворе 
NaCl при температуре 30−35 °С, содержащем антибиоти-
ки. Для экспериментов брали ооциты, окруженные не ме-
нее чем пятью компактными слоями кумулюсных клеток 
с равномерной по ширине зоной пеллюцида гомогенной 
ооплазмой. Денудированные ооциты и ооциты с рыхлым 
кумулюсом не брали.

Клетки, предназначенные для экстраовариальной ви-
трификации, обрабатывали тремя растворами криопротек-
торов (КПА), приготовленными на основе среды ТС-199 
с добавлением 10 % фетальной бычьей сыворотки (ФБС, 
HyClone, Великобритания): КПА-1 – 0.7 M диметилсуль-
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фоксида (ДМСО) + 0.9 M этиленгликоля (ЭГ); КПА- 2 –  
1.4 M ДМСО + 1.8 M ЭГ; КПА-3 – 2.8 M ДМСО + 3.6 M 
ЭГ + 0.65 M трегалозы. Ооцит-кумулюсные комплексы по-
этапно экспонировали в течение 30 с в КПА-1, затем 30 с 
в КПА-2 и 20 с – в КПА-3. При интраовариальной витри-
фикации препарированные яичники животных делили на 
6–8 секций (15 × 20 мм), помещали в стерильные марлевые 
мешочки и опускали в растворы КПА, приготовленные 
на основе фосфатного буферного раствора Дюльбекко 
(ФБР) с добавлением 20 % ФБС: КПА-1 – 7.5 % ЭГ + 
7.5 % ДМСО (15 мин), затем в КПА-2 – 15 % ЭГ, 15 % 
ДМСО и 0.5 М сахарозы (2 мин). Пайеты с ооцитами и 
стерильные марлевые мешочки с фрагментами яичников 
погружали в сосуды Дьюара с LN2 (−196 °С) не менее 
чем на 1 ч. Экстраовариально витрифицированные ОКК 
извлекали из пайет после оттаивания и экспонировали 
в 0.25 М растворе трегалозы (3 мин) на основе среды 
ТС-199 с добавлением 10 % ФБС при 37 °С, отмывали 
последовательно в 0.19 М растворе (3 мин) и затем в 
0.125 М растворе трегалозы (3 мин). Аспирированные 
ооциты из фрагментов после оттаивания последовательно 
обрабатывали 0.5 М (1 мин) и 0.25 М (5 мин) растворами 
трегалозы, приготовленными на основе ФБР с 20 % со-
держанием ФБС. Финальную отмывку клеток проводили в 
среде ТС-199 с добавлением 10 % ФБС. Все среды для вит-
рификации/девитрификации дополняли наночастицами 
высокодисперсного кремнезема (нВДК) в концентрации 
0.001 % (Институт химии поверхности им. А.А. Чуйко 
Национальной академии наук Украины, Украина). При 
выборе концентрации руководствовались данными, полу-
ченными разработчиками (Галаган и др., 2010).

Нативные и девитрифицированные ОКК культивиро-
вали в атмосфере с 5 % СО2 при 90 % влажности, тем-
пературе 38 °С, в среде North Carolina State University-23 
(NCSU-23), в которую добавляли 10 % фолликулярной 
жидкости (из фолликулов диаметром 3−6 мм), 10 МЕ хо-
рионического гонадотропина человека, 10 МЕ хориони-
ческого гонадотропина лошади, фрагменты стенок фолли-
кулов (размером 600 × 900 мкм), 50 мкг/мл гентамицина и 
0.001 % наночастиц ВДК (Abeydeera et al., 1998). Режимы 
оплодотворения ооцитов и культивирования эмбрионов 
представлены в методических рекомендациях (Кузьмина 
и др., 2008).

Для оценки митохондриальной активности в нативных 
и девитрифицированных ооцитах применяли флуорес-
центный зонд MitoTracker Orange CMTMRos (Thermo-
fisher Scientific, Великобритания). Ооцит-кумулюсные 
комплексы помещали в капли 500 нМ раствора зонда и 
инкубировали в темноте при температуре 37 °С 30 мин. За-
тем ооциты отмывали в ФБР с добавлением 0.3 % бычьего 
сывороточного альбумина. Отмытые ооциты очищали от 
кумулюсных клеток путем инкубации в 0.1 % растворе 
трипсина при 37 °С в течение 5−10 мин, переносили в 
раствор Хенкса, содержащий 3.7 % параформальдеги-
да, затем фиксировали (15 мин, 37 °С). После фиксации 
ооци ты отмывали в ФБР, помещали на стекла Super frost.

Для анализа статуса хроматина очищенные (от куму-
люса) ооциты и клетки кумулюса помещали на 5−10 мин 
в теплый 0.9 % гипотонический раствор 3-замещенного 
цитрата натрия. Затем клетки фиксировали смесью мета-

нола и уксусной кислоты (3:1). Суховоздушные препараты 
окрашивали 4 % раствором Романовского–Гимзе 3−4 мин 
(Tarkowski, 1966).

Измерение интенсивности флуоресценции MitoTracker 
Orange CMTMRos и оценку ядерного созревания в натив-
ных и девитрифицированных ооцитах, уровня пикноза 
в клетках кумулюса проводили с помощью микроскопа 
Axio Imager A2 (Сarl Zeiss, Германия) и фотометра (Nikon, 
Германия). Длины волн возбуждения для MitoTracker 
Orange CMTMRos – 554 нм, излучения – 576 нм. Интен-
сивность флуоресценции MitoTracker Orange CMTMRos 
измеряли в мкА. 

Результаты обрабатывали с помощью статистической 
программы SigmaStat (Jandel Scientific Software, США). 
Данные представлены как средние значения (M) и стан-
дартные ошибки средних (± SEM), а также в виде частот-
ных переменных значений. Для оценки достоверности 
различий между значениями использовали t-критерий 
Стьюдента и критерий χ2 Пирсона. Значимость различий 
оценивали при следующих уровнях: р ≤ 0.05, р ≤ 0.01 и 
р ≤ 0.001 для трех-пяти независимых экспериментов.

Результаты и обсуждение
Трудности в создании эффективных методов заморажи-
вания яйцеклеток обусловлены прежде всего структурно-
функциональными особенностями организации ооцита, 
а также внутри- и межклеточными сигнальными взаимо-
действиями в девитрифицированных ооцитах (Moussa et 
al., 2014).

В наших исследованиях выявлено, что доля интактных 
ооцитов, окруженных высокоэкспандированным куму-
люсом, значительно превышала таковые в группах, где 
культивировали ооциты, предварительно девитрифици-
рованные, независимо от модели витрификации (81 % 
против 59 и 52 % соответственно, p ≤ 0.001) (рис. 1 и 2). 
Достоверных различий между группами ооцитов, витри-
фицированных вне (экстра-) или внутри (интра-) фраг-
ментов яичника, по вышеуказанному показателю не на-
блюдалось (см. рис. 1). Анализ деструктивных процессов 
в кумулюсных клетках нативных и девитрифицированных 
ооцитов продемонстрировал значительные различия по 
уровню пикнозов в представленных группах (см. рис. 1). 
Наименьшие показатели деструкции хроматина клеток 
кумулюса обнаружены в контрольной нативной группе 
(19 %). Достоверных различий между долями клеток 
кумулюса с пикнотическими ядрами, окружающими экс-
тра- или интраовариально девитрифицированные ооциты, 
не установлено (39 и 49 % соответственно).

В процессе культивирования девитрифицированных и 
интактных ооцитов in vitro показано, что после экстра-
ова риальной витрификации 68 % клеток реиницииро-
вали мейоз, при интраовариальной витрификации этот 
показатель составил 58 %, что оказалось значительно 
ниже, чем в группе нативных ооцитов (89 %, p ≤ 0.001) 
(рис. 3 и 4). Около половины ооцитов, витрифицирован-
ных экстра овариально (49 %), достигли завершающей 
стадии созревания (метафаза II), при интраовариальной 
витрификации доля созревших клеток была 33 %, при 
этом эти показатели оказались достоверно ниже процента 
завершающих свое созревание нативных клеток (86 %,  
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р ≤ 0.001). Доля клеток с признаками деструкции хрома-
тина достигла 22 % среди нативных ооцитов, 48 % – среди 
экстра- и 61 % – среди интраовариально витрифициро-
ванных ооцитов свиней ( p ≤ 0.001).

Митохондрии обеспечивают клетку аденозинтрифос-
фатом, необходимым для завершения мейотического со-
зревания, особенности их функционирования – один из 
биомаркеров функционального состояния гаметы и ее ка-
чества (Al-Zubaidi et al., 2019). В группе интраовариаль-
но витрифицированных ооцитов митохондриальный 
потенциал (интенсивности флуоресценции MitoTracker 
Orange CMTMRos) был значительно снижен по сравне-
нию с ооцитами, витрифицированными экстраовариаль-
но (89.4 ± 7.5 против 149.2 ± 11.3 мкА соответственно, 
р ≤ 0.05) (рис. 5 и 6). В группе нативных ооцитов показа-
тель интенсивности флуоресценции MitoTracker Orange 
CMTMRos составил 161.2 ± 10.8 мкА.

Во всех экспериментальных группах были получены 
эмбрионы, в том числе и на завершающей стадии доим-
плантационного развития – стадии бластоцисты (рис. 7 
и 8). После оплодотворения экспериментальных групп 
ооцитов доли раздробившихся клеток при экстра- и 

интраовариальной витрификации составили 27 и 21 % 
соответственно, что все же оказалось достоверно ниже 
процента оплодотворенных клеток в интактной нативной 
группе (49 %, p ≤ 0.001). Выход эмбрионов свиней на 
стадиях поздней морулы, бластоцисты, развившихся из 
ооцитов, витрифицированных интра- и экстраовариально, 
составил 5 и 8 % соответственно. 

Основным из косвенных признаков, по которому можно 
судить о зрелости и компетентности ооцита к развитию, 
является степень экспансии кумулюсных клеток (Sprici go 
et al., 2011). В проведенном нами анализе степени экс-
пансии кумулюсных клеток после 44 ч культивирования 
нативных и девитрифицированных ооцитов S. scrofa do
mesticus (L.) показано, что наибольшее количество ооци-
тов, обладающих низкой степенью экспансии, находится 
среди экстра- или интраовариально витрифицированных 

Рис. 2. Ооцит-кумулюсный комплекс с высокой степенью экспан-
сии кумулюсных клеток (а) и клетки кумулюса S. scrofa domesticus (L.) 
с  нормальными, n, и пикнотическими, p, ядрами (б ) после экстра-
овариальной витрификации.

Риc. 4. Интраовариально витрифицированные ооциты S. scrofa do
mes ticus (L.) после 44 ч культивирования in vitro.
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Рис. 1. Анализ показателей криорезистентности соматических кле-
ток фолликула (кумулюс) S. scrofa domesticus (L.) при использовании 
различных моделей витрификации (интра- и экстраовариальная, 
 количество ооцитов – 379, число экспериментов – 3).
Статистическая значимость различий (критерий χ2 Пирсона):  
a:b; a:c; d:f p ≤ 0.001; d:e p ≤ 0.01.

Рис. 3. Статус хроматина нативных и девитрифицированных ооцитов 
S. scrofa domesticus (L.) после культивирования in vitro при использо-
вании различных моделей витрификации (интра- и экстраовариаль-
ная, количество ооцитов – 323; число экспериментов – 3).
Статистическая значимость различий (критерий χ2 Пирсона):  
a:b; a:c; d:e; d:f; g:h; g:i p ≤ 0.001; b:c p ≤ 0.05.
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ооцитов в сравнении с контрольной интактной группой 
(59 и 52 % против 86 %, p ≤ 0.001). При обработке ооци-
тов свиней сверхнизкими температурами происходит 
снижение степени экспансии клеток кумулюса из-за по-
вреждения так называемых «трансзональных мостов», 
образованных щелевыми контактами и осуществляющих 
коммуникацию за счет передачи паракринных сигналов 
(Appeltant et al., 2017). Усиление процесса пикнотизации 
ядер девитрифицированных клеток кумулюса можно объ-
яснить тем, что в процессе криоконсервации (а имен но 
дегидратации клетки при обработке растворами крио-
протекторов) наблюдается чрезмерная конденсация хро-
мосом, приводящая к «сморщиванию» клеточного ядра, 
которое обуславливает снижение числа нормально функ-
ционирующих клеток кумулюса (Wei et al., 2016; Kokotsaki 
et al., 2018).

Клетки кумулюса обеспечивают поступление в ооцит 
циклического гуанозин-монофосфата, который предотвра-
щает разрушение циклического аденозин-монофосфата 

цАМФ через ингибирование его гидролизиса фософо-
диэстеразой PDE3A (Mehlmann, 2005), и таким образом, 
поддерживает арест первого мейотического деления на 
стадии профазы I. При последующем снижении уровня 
цАМФ и активации фактора, способствующего созрева-
нию (maturation promoting factor, MPF) за счет дефосфори-
лирования p34cdc2 и синтеза циклина В происходит сти-
муляция реинициации мейоза (Yang et al., 2010). В наших 
исследованиях показано, что при использовании обеих 
моделей витрификации (экстра- или интраовариальной) 
отмечается ингибирование реинициации мейоза у более 
чем половины девитрифицированных ооцитов (см. рис. 2), 
что может быть обусловлено термозависимым разрывом 
связи клеток кумулюса с ооцитом и, как следствие, на-
рушением концентрационного баланса внутриклеточного 
цАМФ (Mehlmann, 2005). 

В течение культивирования экстра- или интраовари-
ально витрифицированных ооцитов резко снижается доля 
созревших ооцитов с нормальным хроматином, возрас-
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Рис. 6. Ооцит S. scrofa domesticus (L.) с высокой степенью интенсив-
ности флуоресценции MitoTracker Orange CMTMRos после экстраова-
риальной витрификации.

Рис. 8. Раздробившиеся эмбрионы, полученные из экстраовариаль-
но витрифицированных ооцитов S. scrofa domesticus (L.).

Рис. 5. Интенсивность флуоресценции MitoTracker Orange CMTMRos 
в нативных и девитрифицированных ооцитах S. scrofa domesticus (L.) 
(M ± SEM, количество ооцитов – 103, число экспериментов – 3).
Статистическая значимость различий (t-критерий Стьюдента): 
a:c; b:c p ≤ 0.05.

Риc. 7. Развитие доимплантационных эмбрионов S. scrofa domesti
cus  (L.), полученных из девитрифицированных ооцитов (количество 
ооцитов – 556, число экспериментов – 3).
Статистическая значимость различий (критерий χ2 Пирсона):  
a:c; d:f p ≤ 0.001; a:b; d:e p ≤ 0.01. 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mehlmann+LM&cauthor_id=16322539
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mehlmann+LM&cauthor_id=16322539
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тает уровень клеток с дегенерацией хроматина по срав-
нению с такими показателями контрольной группы, что 
по-видимому, опосредовано разрушением нуклеотидов, 
появлением одно- и двухнитевых разрывов ДНК (Perei- 
 ra et al., 2019). Возрастание количества дегенерирован-
ных клеток во время культивирования также может быть 
 обусловлено смещением равновесия между полимериза-
цией и деполимеризацией анафазного веретена в процессе 
прохождения ооцитами стадий метафазы I и анафазы, 
последующим нарушением его сборки, которое влияет на 
сегрегацию хромосом при первом мейотическом делении 
(Yang et al., 2012).

При воздействии ультранизких температур ввиду по-
вышения цитозольной концентрации ионов Ca2+ в клетке 
митохондрии подвергаются чрезмерной нагрузке иони-
зированной формой Ca2+ (Shahsavari et al., 2019). В ре-
зультате такой нагрузки открываются неспецифические 
поры высокой проницаемости (НПВП), что неизбежно 
ведет к гибели ооцитов по апоптотическому механизму 
(Новодережкина и др., 2016). Определяющую роль в 
открытии НПВП при заморозке играет окислительный 
стресс, опосредованный накоплением активных форм 
кислорода, который приводит к разрушению структуры 
мембранных белков и снижению трансмембранного по-
тенциала митохондрий (Заводник, 2016). 

Таким образом, снижение митохондриального потен-
циала при воздействии сверхнизких температур на мито-
хондрии в процессе витрификации может быть связано 
с увеличением концентрации активных форм кислорода 
и, как следствие, повышением уровня внутриклеточного 
Ca2+ и образованием НПВП. Значительное снижение ми-
тохондриальной активности в группе интраовариально 
витрификацированных ооцитов, по сравнению с экстра-  
овариально витрифицированными, может быть обуслов-
лено дополнительными процессами рекристаллизации 
тканей ввиду недостаточности насыщения тканей яич-
ников криопротекторами (Кузьмина, Чистякова, 2020).

Снижение процента раздробившихся клеток и выхода 
эмбрионов из интра-/экстраовариально витрифицирован-
ных ооцитов, возможно, связано с тем, что в процессе 
криоконсервации ооцитов при обработке криопротекто-
рами и замораживания происходит временный подъем 
внутриклеточной концентрации ионов кальция в ооцитах 
(Larman et al., 2006), что приводит к экзоцитозу кортикаль-
ных гранул (Kline D., Kline J.T., 1992) и преждевремен-
ному уплотнению зоны пеллюцида, препятствующему 
оплодотворению яйцеклетки.

Заключение
Криобанки как источники биологического сырья имеют 
большое значение для последующего использования 
ооцитов животных или их оопластов в клеточной и гене-
тической инженерии, в частности в широко практикуе-
мой методике геномного редактирования CRISPR-cas9, 
а также в сохранении генофонда исчезающих пород и 
генетического разнообразия. Разработка эффективной 
технологии витрификации на основе применения раз-
личных подходов, в том числе использования веществ 
различного (природного или синтетического) происхож-

дения, обладающих криопротекторными свойствами, – 
одно из основных практических направлений развития 
репродуктивной биологии. 

В нашем исследовании проанализированы показатели 
ядерно-цитоплазматического созревания донорских ооци-
тов, подвергнутых воздействию сверхнизких температур, 
в том числе статус хроматина и уровень митохондриаль-
ной активности гаметы. Выявленные особенности в функ - 
ционировании обозначенных выше клеточных компарт-
ментов позволили дополнить имеющиеся в литературе 
данные о характере деструктивных процессов, прово-
цируемых процедурами витрификации/девитрификации. 
Воздействие сверхнизких температур обусловило сниже-
ние уровня ооцитов, завершивших ядерное созревание, и 
уменьшение интенсивности флуоресценции MitoTracker 
Orange CMTMRos (маркера функциональной активности 
митохондрий). 

Продемонстрирована также важность коммуникации 
ооцита с соматическими клетками овариального фолли-
кула (кумулюс). Морфология кумулюсных клеток после 
процедуры (витрификация/девитрификация) во многом 
определяла «судьбу» самого ооцита – завершение ядерно-
го созревания (достижение ооцитом стадии метафазы II) 
и функциональную активность митохондрий. Представ-
ленные в работе протоколы интра- и экстраовариальной 
витрификации/девитрификации, модернизированные вве-
дением в состав криопртекторных и культуральных сред 
наночастиц высокодисперсного кремнезема, позволили 
впервые получить доимплантационные эмбрионы свиней 
(S. scrofa domesticus (L.)) из фрагментов девитрифициро-
ванных яичников.
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