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В работе исследовано развитие в культуре in vitro 
эмбрионов мышей линий ICR, HT1AN/Icgn, HT1AC/Icgn 
и C57BL/6J-Ay, а также крыс линии OXYS/Icgn при воздействии 
гранулоцитарно-макрофагального колониестимулирующего 
фактора (GM-CSF) и эпидермального фактора роста (EGF). 
Зародыши как мышей, так и крыс вначале замораживали, 
согласно стандартному протоколу программного замора-
живания с использованием глицерина и сахарозы в качестве 
криопротекторов, а после размораживания культивировали 
в среде R1ECM (rat 1-cell embryo culture medium) в течение 
либо 24 ч (мыши), либо 72 ч (крысы). Эффекты факторов роста 
на мышах изучали на 8-клеточных, а на крысах – на 2- , 4-кле-
точных зародышах. Воздействие GM-CSF приводило к воз-
растанию процента развивающихся эмбрионов у мышей 
обеих линий (HT1AC/Icgn и C57BL/6J-Ay); в то же время 
какого-либо эффекта воздействия EGF на зародыши мышей 
обнаружено не было. На крысах ситуация была обратной. 
Воздействие EGF приводило к ускорению развития до 
стадии бластоцисты у крыс линии OXYS/Icgn, но какого-либо 
эффекта воздействия GM- CSF на зародыши крыс не было. 
При совместном культивировании 4- клеточных эмбрионов 
мышей линии HT1AN/Icgn с более поздними стадиями 
развития (зародышами на стадии морулы) линии ICR, 
наблюдается ускорение развития. Результаты представленных 
экспериментов свидетельствуют о видовой специфике воздей-
ствия факторов роста на эмбрионы мышей и крыс, а также 
демонстрируют, что совместное культивирование эмбрионов 
более поздних стадий (морулы) мышей с более ранними 
(4- клеточные зародыши) оказывает стимулирующее влияние 
на последние.

Ключевые слова: преимплантационные эмбрионы; 
культивирование in vitro; факторы роста; мыши; крысы; 
сокультивирование.

In vitro culture of preimplantation embryos of ICR, 
HT1AN/Icgn, HT1AC/Icgn and C57BL/6J-Ay mouse strains 
as well as in OXYS/Icgn rat strain in media containing 
granulocyte-macrophage colony stimulating factor 
(GM-CSF) or epidermal growth factor (EGF) has been 
studied. Both mouse and rat embryos were first frozen 
in a programmable freezer after a standard protocol using 
a mixture of glycerol and sucrose as cryoprotectants, 
thawed and cultured in vitro in R1ECM (rat one-cell embryo 
culture medium) for 24 hours (mice) and 72 hours (rats). 
For the in vitro culture experiments with these growth 
factors, 8-cell frozen-thawed mouse embryos and 2–4-cell 
frozen-thawed rat embryos were used. Supplementation 
of the culture medium with GM-CSF improved the rate 
of embryonic development in HT1AC/Icgn and C57BL/6J- Ay 
strain mice, while EGF had no effect. The reverse was 
true of the rats. Supplementation of the culture medium 
with EGF increased the percentage of developing 
blastocysts in OXYS/Icgn rat strain, while GM-CSF had 
no effect. Co-culture of four-cell embryos of HT1AN/
Icgn strain mice with more advanced embryonic stages 
(morulas) of a different strain ICR led to the facilitation 
preimplantation embryo development. Experimental 
results presented here reveal the species-specific effects 
of growth factors on mouse and rat embryos and indicate 
that co-culture of different stages of embryo development 
have stimulatory effects on earlier stages.

Key words: preimplantation embryos; in vitro culture; 
growth factors; mice; rats; co-culture.
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Культивирование in vitro преимплантационных эм-
брионов млекопитающих является основой совре-
менных репродуктивных технологий (Брусенцев и 

др., 2014). Относительно недавно в отечественных и зару-
бежных клиниках экстракорпорального оплодотворения 
(ЭКО) стали активно использовать гранулоцитарно-мак-
рофагальный колониестимулирующий фактор (GM-CSF) 
c целью увеличения доли успешно имплантировавшихся 
зародышей и снижения числа абортов (Ziebe et al., 2013).

В настоящее время доступна среда EmbryoGen, содер-
жащая GM-CSF в дозе 2 нг/мл, применяемая в клиниках 
ЭКО по всему миру. Ранее было показано, что добавление 
в культуральную среду этого фактора существенно уско-
ряет развитие эмбрионов и у некоторых видов грызунов, 
в частности у мышей (�obert�on et al., 2001�� S��blom et al.,�obert�on et al., 2001�� S��blom et al.,�� S��blom et al., S��blom et al., 
2005) и хомячков Кэмпбелла (�m�ti�la���y et al., 2015).) и хомячков Кэмпбелла (�m�ti�la���y et al., 2015). 

Другим перспективным фактором, ускоряющим раз-
витие эмбрионов и повышающим вероятность их имп-
лантации, является эпидермальный фактор роста (EGF). 
Экспериментально показано, что воздействие EGF при 
культивировании эмбрионов in vitro vitrovitro повышает долю им-
плантирующихся зародышей как у мышей (Morita et al., 
1994), так и у крыс (�flalo et al., 2007).

Следует, однако, отметить, что при естественном раз-
витии зародышей in utero на них действует комплекс па-
ракринных и аутокринных ростовых факторов (Brig�toc� 
et al., 1989). Более того, известно, что в группе эмбрионы 
мышей развиваются намного лучше, чем поодиночке 
(Paria, Dey, 1990). Относительно недавно этот эффект 
был подтвержден и на эмбрионах кошек (Spindler, Wildt, 
2002), в том числе и при совместном культивировании их 
с эмбрионами мышей (Spindler et al., 2006).

Целями данной работы было: 1) изучить эффект приме-
нения двух различных факторов роста (GM-CSF и EGF) на 
двух линиях мышей (HT1�C/Icgn, C57BL/6J-�y) и крысах 
линии OXYS/Icgn�� 2) проверить эффективность сокульти-
вирования различных стадий развития преимплантацион-
ных зародышей мышей линий IC� и HT1�N/Icgn.

Материалы и методы

Экспериментальные животные
В качестве доноров эмбрионов использовали половозре-
лых самок мышей C57BL/6J-�y (возраст 8–10 нед, n = 12), 
HT1�C/Icgn (возраст 8–10 нед, n = 15), IC� (возраст 
8–10 нед, n = 8) и HT1�N/Icgn (возраст 8–10 нед, n = 8), 
а также половозрелых самок крыс линии OXYS/Icgn (воз-
раст 10–14 нед, n = 12). Для получения эмбрионов самок 
мышей и крыс спаривали с самцами тех же линий и того 
же возраста. Животных содержали в стандартных усло-
виях конвенционального вивария Института цитологии и 
генетики (Новосибирск, Россия).

Все эксперименты на животных одобрены комиссией по 
биоэтике Института цитологии и генетики СО РАН (про-
токол № 5 от 13.05.2011) и соответствуют Европейской 
конвенции о защите позвоночных животных.

Получение преимплантационных  
эмбрионов мышей и крыс
Мыши. У самок мышей линий C57BL/6J-�y, HT1�C/Icgn, 

IC� и HT1�N/Icgn вызывали суперовуляцию по стандарт-
ной схеме, описанной ранее (Амстиславский и др., 2013). 
Каждую суперовулированную самку затем ссаживали на 
ночь с самцом той же линии. День обнаружения вагиналь-
ной пробки считали первым днем беременности.
Крысы. Самок крыс линии OXYS/Icgn в состоянии 

эструса, определенного путем исследования влагалищ-
ных мазков, ссаживали на ночь с самцами той же линии. 
День обнаружения сперматозоидов во влагалищном мазке 
считали первым днем беременности.

Самок мышей подвергали эвтаназии путем дислокации 
шейных позвонков вечером второго дня (для получения 
ранних стадий развития) или утром третьего дня (для 
получения более поздних стадий развития) беременности. 
Самок крыс подобным же образом подвергали эвтаназии 
на утро третьего дня беременности. Яйцеводы и матку 
извлекали и промывали средой EMC��E Complete �ltraEMC��E Complete �ltra Complete �ltra�ltra 
Flu�hing Solution (ICPBio �eproduction, С�А), как описа-С�А), как описа-), как описа-
но ранее (Амстиславский и др., 2013). Эмбрионы подсчи-
тывали и оценивали с использованием стереомикроскопа 
Leica S8 �PO с увеличением до × 80 (Leica Micro�y�tem�, 
Германия). Качество зародышей оценивали с учетом ста-
дии эмбрионального развития и числа жизнеспособных 
клеток (Emiliani et al., 2000). Некачественные эмбрионы 
были отбракованы�� зародыши хорошего качества промы-
вали в трех каплях той же среды и замораживали. 

Замораживание эмбрионов
Для замораживания преимплантационных зародышей мы-
шей и крыс всех линий использовали 10 %-й �/� глицерин 
(EMC��E, ICPBio �eproduction, С�А) с добавлением 
0,1 М сахарозы (Sigma, С�А).

После насыщения криопротектором 10–15 эмбрионов 
помещали в 0,25 мл-е пластиковые соломины (Cryo Bio 
Sy�tem, Франция), каждая из которых была заполнена 
тремя порциями криопротектора, разделенными двумя 
воздушными пузырьками (10–20 мкл каждого). Первый 
сектор: EMC��E™ Complete �ltra Flu�hing Solution 
(ICPBio �eproduction, С�А). Второй сектор: раствор, 
полученный путем растворения 0,1 М сахарозы (Sigma, 
С�А) в EMC��E™ Ethylene Glycol 1,5 M (ICPBio �epro- EMC��E™ Ethylene Glycol 1,5 M (ICPBio �epro-™ Ethylene Glycol 1,5 M (ICPBio �epro-Ethylene Glycol 1,5 M (ICPBio �epro- Glycol 1,5 M (ICPBio �epro-Glycol 1,5 M (ICPBio �epro- 1,5 M (ICPBio �epro-M (ICPBio �epro- (ICPBio �epro-ICPBio �epro- �epro-�epro-
duction, С�А). �ретий сектор: раствор, полученный путем, С�А). �ретий сектор: раствор, полученный путем 
растворения 0,3 М сахарозы (Sigma, С�А) в EMC��E™ 
Complete �ltra Flu�hing Solution (ICPBio �eproduction, 
С�А). Эмбрионы помещали в центральную часть (второй 
сектор) соломины.

Соломины с эмбрионами помещали в программный 
замораживатель CL 8 800 (CryoLogic, Австралия) и охлаж-
дали в соответствии со следующей программой: от 18 °С 
до –7 °C со скоростью –1 °С/мин�� 10 мин при –7 °С, 
сидинг (путем прикосновения к соломине охлажденным 
пинцетом) через 1 мин�� от –7 °С до –35 °С со скоростью 
–0,3 °С/мин�� 10 мин при –35 °С и погружали в жидкий 
азот при этой температуре.

Оттаивание эмбрионов
Соломины доставали из резервуара с жидким азотом, 
выдерживали в течение 40 с при комнатной температуре, 
а затем помещали на 40 с в водяную баню при 30,0 °C. 
Ранее было показано, что скорость оттаивания с использо-
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ванием этого метода составляет около 300 °С/мин (�enard, 
Babinet, 1984).

Отмывание и культивирование эмбрионов
После размораживания эмбрионов содержимое соло-
мины выдавливали на чашку Петри (Corning, С�А) и 
выдерживали в этой смешанной капле в течение 15 мин 
при комнатной температуре. Криопротектор удаляли при 
помощи промывания размороженных эмбрионов в трех 
каплях (50 мкл) среды Holding Solution (EMC��E, ICPBio 
�eproduction, С�А).

После удаления криопротектора, как описано выше, 
эмбрионы, независимо от их качества, последовательно 
промывали в 10 каплях стерильного Holding Solution 
(200 мкл EMC��E, ICPBio �eproduction, С�А) со сменой 
стеклянных капилляров для стерильного переноса между 
каплями и оценивали визуально с помощью микроскопа 
M DM IL LED (Leica Micro�y�tem�, Германия) при увели-DM IL LED (Leica Micro�y�tem�, Германия) при увели- IL LED (Leica Micro�y�tem�, Германия) при увели-IL LED (Leica Micro�y�tem�, Германия) при увели- LED (Leica Micro�y�tem�, Германия) при увели-LED (Leica Micro�y�tem�, Германия) при увели- (Leica Micro�y�tem�, Германия) при увели-Leica Micro�y�tem�, Германия) при увели- Micro�y�tem�, Германия) при увели-Micro�y�tem�, Германия) при увели-, Германия) при увели-
чении × 50 и × 100. Зародыши, у которых было разрушено 
более 25 % бластомеров, были отбракованы, остальные 
поставлены на культивирование in vitro. Эмбрионы мышей 
(C57BL/6J-�y и HT1�C/Icgn) и крыс линии OXYS/Icgn 
переносили в 50 мкл среды �1ECM (�m�ti�la���y et 
al., 2015).

Сформировали по три тестовые группы для контроль-
ных экспериментов (без сокультивирования) для каждой 
из двух исследуемых линий мышей и одной линии крыс: 
1) без добавления факторов роста (контроль)�� 2) с добав-
лением EGF и 3) с добавлением GM-CSF.

При сокультивировании эмбрионов мышей (IC� и 
HT1�N/Icgn) были сформированы две тестовые группы: 
1) 4-клеточные эмбрионы HT1�N/Icgn в качестве контро-
ля (HT1�N/Icgn)�� 2) 4-клеточные эмбрионы HT1�N/Icgn 
совместно с морулами линии IC� (IC� + HT1�N/Icgn).

Культивирование производили под минеральным 
маслом (Sigma, С�А) в течение 24 ч (для мышей) и 72 ч 
(для крыс) при 37 °С в 5 % СО2 и влажности 90 % в CO2 
инкубаторе BINDE� 150-�L (Германия). Жизнеспособ-
ность эмбрионов оценивали на микроскопе DM IL LEDDM IL LED IL LEDIL LED LEDLED 
(Leica Micro�y�tem�, Германия) с увеличением ×50 и ×100Leica Micro�y�tem�, Германия) с увеличением ×50 и ×100 Micro�y�tem�, Германия) с увеличением ×50 и ×100Micro�y�tem�, Германия) с увеличением ×50 и ×100, Германия) с увеличением × 50 и × 100 
и производили фотосъемку.

Статистический анализ
Результаты культивирования in vitro, а также сокультиви-
рования сравнивали с использованием теста χ2. Результаты 
при p < 0,05 считали статистически значимыми. Данные 
были проанализированы с использованием стандартного 
пакета программного обеспечения ST�TISTIC� V 8.0 
(StatSoft, Inc).

Результаты
В ходе проделанной работы было установлено, что при 
культивировании in vitro преимплантационных зародышей 
мышей линии C57BL/6J-�y в течение 24 ч наблюдается 
ускорение развития эмбрионов в группе с добавлением 
фактора роста GM-CSF (табл. 1). По общему числу раз-
вивающихся эмбрионов, т. е. достигших стадии морулы и 
бластоцисты, имеется достоверное отличие данной груп-
пы (94,4 %) от контроля (где развилось 28,6 % зародышей) 
и от группы с EGF (33,3 %). Следует отметить, что лишь 

в группе, в которой эмбрионы мышей культивировали 
с GM-CSF, сформировались ранние бластоцисты (13 %)�� 
в двух других группах стадии бластоцисты не достиг ни 
один из эмбрионов.

Сходные результаты были получены при культивиро-
вании in vitro преимплантационных зародышей мышей 
линии HT1�C/Icgn (табл. 2). Все эмбрионы этой линии, 
культивировавшиеся с GM-CSF, развились (100 %), хотя 
бластоцист, так же как в других группах, не сформирова-
лось. По общему числу развившихся эмбрионов имеется 
достоверное отличие данной группы от контроля.

Результаты длительного культивирования in vitro пре-
имплантационных зародышей крыс линии OXYS/Icgn 
представлены в табл. 3. Стимулирующее действие на 
развитие эмбрионов оказывал EGF. В данной группе до 
стадии бластоцисты развилось 82,4 % эмбрионов. Име-
ется достоверное отличие данной группы от контроля, 
где до стадии бластоцисты развилось лишь 33,3 % всех 
зародышей.

При совместном культивировании 4-клеточных эм-
брионов мышей линии HT1�N/Icgn с более поздними 
стадиями линии IC� наблюдается ускорение развития 
в экспериментальной группе по сравнению с контролем 
(табл. 4). Всего в группе по сокультивированию за 24 ч 
развилось 100 % всех эмбрионов до стадии морулы, но 
бластоцист ни в одной из групп не сформировалось. По 
общему числу развившихся эмбрионов имеется достовер-
ное отличие экспериментальной группы от контроля.

Обсуждение
В данном исследовании был подтвержден стимулирую-
щий эффект гранулоцитарно-макрофагального колони-
естимулирующего фактора по отношению к эмбрионам 
мышей, обнаруженный ранее (�obert�on et al., 2001�� De�ai 
et al., 2007). При этом, однако, не было обнаружено стиму-
лирующего эффекта эпидермального ростового фактора 
по отношению к эмбрионам мышей. В более ранних 
работах (Paria, Dey, 1990�� Morita et al., 1994�� De�ai et al., 
2007) было показано, что EGF влияет на скорость разви-
тия преимплантационных эмбрионов мышей в культуре 
in vitro, способствует формированию и росту внутренней 
клеточной массы (ВКМ) в бластоцисте, а также хэтчингу 
и имплантации эмбрионов. Отсутствие стимулирующего 
эффекта при применении EGF в нашей работе можно 
объяснить методическими различиями, такими как вы-
бор дозы, длительность культивирования, а также среда, 
в которой культивировали зародыши.

Эффекты воздействия GM-CSF на преимплантационные 
эмбрионы крыс до нашей работы не изучались. В данном 
исследовании не обнаружено стимулирующего эффекта 
GM-CSF на эмбрионы крыс. Однако был обнаружен эф-
фект ускорения образования бластоцист при воздействии 
другого фактора – EGF. Ранее было продемонстрировано, 
что добавление в среду культивирования этого фактора в 
той же дозе позитивно влияет на имплантацию эмбрионов 
крыс (�flalo et al., 2007).

Известно, что у разных видов млекопитающих имеются 
различия в скорости формирования рецепторов к разным 
факторам роста (Hardy, Spano�, 2002). Именно с этим 
обстоятельством можно связать то, что в случае крыс 
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table 2. In vitro growth of HT1AC/Icgn mouse embryos at the 8-cell blastomere stage with growth factors EGF or GM-CSFa

Medium
Number of embryos  Growing embryos, %

frozen-thawed  
(number of tests) taken for culturing morulae blastocysts  total

R1ECM (control)b 22 (�) 18 1� (72.2) 0 (0) 1� (72.2)

R1ECM + EGFc 52 (�) 25 2� (92) 0 (0) 2� (92)

R1ECM + GM-CSFd 57 (�) 2� 2� (100)* 0 (0) 2� (100)*

* р < 0.05: The R1ECM + GM-CS group in comparison with two other groups of the class (total number of growing embryos). Designations a–d follow Table 1. 

table 3. In vitro culturing of OXYS/Icgn mouse embryos at the 2-4-cell blastomere stage with growth factors EGF or GM-CSFa 

Medium
Number of embryos  Growing embryos, %

frozen-thawed  
(number of tests) taken for culturing morulae blastocysts  total

R1ECM (control)b 18 (4) 15 5 (��.�) 5 (��.�) 10 (66.7)

R1ECM + EGFc 18 (4) 17 2 (11.8) 14 (82.4)* 16 (94.1)

R1ECM + GM-CSFd 17 (4) 15 2 (1�.�) 10 (66.7) 12 (80.0)

* р < 0.01: The R1ECM + EGF group in comparison with two other groups of the class (number of embryos that reached the blastocyst stage). a The overall 
duration of in vitro growth of embryos was 72 h. b R1ECM (control): Embryos grew in Rat 1-cell Embryo Culture Medium (R1ECM) without growth factors. 
c R1ECM + EGF: Embryos grew in R1ECM with epidermal growth factor (EGF). d R1ECM + GM-CSF: Embryos grew in R1ECM with granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor (GM-CSF).

table 4. In vitro coculturing of ICR and HT1AN/Icgn mouse embryosa

Group
Number of embryos  Growing embryos, %

frozen-thawed  
(number of tests) taken for culturing morulae blastocysts  total

HT1AN/Icgn (control)b 15 (�) 1� 8 (62.0) 0 (0) 8 (62.0)

ICR + HT1AN/Icgnc 15 (�) 12 12 (100)* 0 (0) 12 (100)*

* р < 0.05: Significance of differences from the HT1AN/Icgn, control in the group (number of morulae; total number of growing embryos); a The overall duration 
of in vitro growth of embryos was 24 h. b HT1AN/Icgn (control): Four-cell HT1AN/Icgn mouse embryos grew in Rat 1-cell Embryo Culture Medium (R1ECM);  
c ICR + HT1AN/Icgn: four-cell HT1AN/Icgn mouse embryos cocultivated with ICR morulae in R1ECM. 

table 1. In vitro growth of C57BL/6J-Ay mouse embryos at the 8-cell blastomere stage with growth factors EGF or GM-CSFa 

Medium
Number of embryos  Growing embryos, %

frozen-thawed  
(number of tests) taken for culturing morulae blastocysts  total

R1ECM (control)b 15 (�) 14 4 (28.6) 0 (0) 4 (28.6)

R1ECM + EGFc 14 (�) 9 � (��.�) 0 (0) � (��.�)

R1ECM + GM-CSFd 56 (�) 54 44 (81.5)* 7 (1�.0) 51 (94.4)**

* р < 0.01;  ** p < 0.001: The R1ECM + GM-CS group in comparison with two other groups of the class (total number of growing embryos). a The overall duration 
of in vitro growth of embryos was 24 h. b R1ECM (control): Embryos grew in Rat 1-cell Embryo Culture Medium (R1ECM) without growth factors. c R1ECM + EGF: 
Embryos grew in R1ECM with epidermal growth factor (EGF). d R1ECM + GM-CSF: Embryos grew in R1ECM with granulocyte-macrophage colony-stimulating 
factor (GM-CSF). 
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стимулирующий эффект был показан при добавлении 
в культуральную среду EGF, а в случае мышей – при до-
бавлении GM-CSF. Другим объяснением могут быть раз-
личия оптимальной дозировки по каждому из изученных 
факторов для изучаемых видов грызунов. Известно, что 
GM-CSF в оптимальной дозе стимулирует развитие эмб-
рионов мышей, однако при пониженной или завышенной 
концентрации данного фактора стимулирующего эффекта 
не наблюдали (Elaimi et al., 2012).

В клиниках ВР� (вспомогательных репродуктивных 
технологий) современным трендом является культивиро-
вание полученных в результате ЭКО эмбрионов до блас-
тоцисты перед их трансплантацией реципиентам (Bla�e et 
al., 2007). Показано, что условия культивирования сильно 
влияют на процент развития зародышей до бластоцисты, 
формирование ВКМ, хэтчинг и другие аспекты развития 
(S��blom et al., 1999). Продемонстрированный нами эф-
фект и сама модель могут быть в перспективе полезными 
для усовершенствования системы культивирования в кли-
никах ЭКО. Ранее было показано, что скорость развития 
эмбрионов в культуре in vitro зависит от числа эмбрионов 
в группе (Paria, Dey, 1990). Однако при числе эмбрионов 
в группе не менее 5 дальнейшее его возрастание не при-
водило к увеличению скорости их развития. В нашем 
исследовании группы состояли из 4–5 культивируемых 
зародышей (т. е. являлись оптимальными). При этом 
был показан дополнительный стимулирующий эффект 
по отношению к ранним стадиям дробления мышиных 
зародышей при их сокультивировании с более поздними 
стадиями (морулы). �аким образом, данная модель может 
иметь практическую ценность как инструмент в работе 
с эмбрионами млекопитающих для оптимизации их раз-
вития в культуре.

В исследованиях на мышах обнаружено, что после 
культивирования эмбрионов in vitro и последующей 
трансплантации эмбрионов меняются поведение (Ec�er 
et al., 2004), а также некоторые физиологические харак-
теристики, такие как вес (S��blom et al., 2005) и кровяное 
давление (Wat�in� et al., 2007). Можно предположить, что 
путем совместного культивирования эмбрионов разных 
линий или видов можно не только улучшать эффектив-
ность культуральных работ, но и влиять на характеристики 
потомков.
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