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ОПТИМІЗАЦІЯ СИСТЕМИ ДЛЯ ПРОВЕДЕННЯ 
ГЕНЕТИКО-ЕМБРІОЛОГІЧНИХ ДОСЛІДЖЕНЬ 
НА ІНБРЕДНИХ ЛІНІЯХ МИШЕЙ. 
2. ПОРІВНЯННЯ ЗДАТНОСТІ ДО ЗАПЛІДНЕННЯ IN VITRO 
ІНБРЕДНИХ ЛІНІЙ МИШЕЙ C57BL/6j I BALB/cLac 

Вивчено можливість оптимізації біологічної системи для запліднення in vitro без попе-
редньої гормональної стимуляції лінійних донорів гамет. Обрано культуральне середо-
вище для фертилізації in vitro, оптимальне, як мінімум, для двох контрастових за ба-
гатьма характеристиками інбредних ліній мишей C57BLj6/ і BALB/cLac. Показано домі-
нуючу роль батьківського генотипу у процесі запліднення in vitro та материнського — 
під час розвитку зародків у культурі аж до пізніх доімплантаційних стадій. Викори-
стання чоловічих гамет C57BL збільшує ефективність запліднення in vitro від 50 до 
76 %, а наявність такого материнського генотипу забезпечує успішний розвиток до 
бластоцист 90 % лінійних і гібридних зародків. 

Вступ. Праці з запліднення in vitro у мишей розпочалися у 70-х роках 
[1—41. Більшість з них мало на меті поліпшення методики заплід-
нення, але, певно у зв'язку із незначним виходом запліднених зарод-
ків інбредних ліній, роботи, в основному, провадили на гаметах ауто-
бредних ліній або гібридів [5—7]. 

Створення оптимальної біологічної системи для здійснення сучас-
них генетико-ембріологічних робіт вимагало виконання ряду умов, які 
наведено у нашому першому повідомленні. Нинішню працю присвя-
чено дослідженню виливу генотипів контрастових за багатьма харак-
теристиками [8] донорів гамет на ефективність запліднення та жит-
тєздатність зародків у системі in vitro. \ 

Матеріали і методи. Як донорів яйцеклітин використовували 3— 
5-місячних самиць мишей лінії C57BL/6j і BALB/cLac без цопередньої 
індукції суперовуляції, а як донорів сперми — фертильних самців тих 
самих ліній, котрих використовували один раз на тиждень. Мишей три-
мали за інвертованого світлового режиму 12 : 12 із світловим періодом 
з 10 до 22 год. 
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Вплив генотипів гамет і типу середовища на результат запліднення in vitro 
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Запліднення in vitro здійснювали за методикою [9] у середови-
щах, які відрізнялися співвідношенням іонів K+ /Na+ та вмістом БСА: 
середовище І [9], середовище II [10]. Підрахунок концентрації рух-
ливих сперміїв після 2 год. капацитації виконували індивідуально для 
кожного самця у камері Горяєва. 

З метою оцінки життєздатності зародків, яких отримували при за-
плідненні in vitro, їх культивували у середовищі M-16 [9] до стадії 
бластоцисти або трансплантували на двоклітинній стадії до ампули 
яйцепроводу самицям-реципієнтам ICR [9]. 

Результати і обговорення. Дані, які наведено у табл. 1, свідчать-
про домінуючу роль батьківського генотипу у процесі запліднення: 

Мал. 1. Залежність результатів запліднення in vitro яйцеклітин від генотипу та вихід-
ної концентрації рухливих сперміїв (1—0—8; 2—9—16; 3—17 млн/мл) 
Мал. 2. Розвиток зародків в залежності від типу середовища (I, II) при заплідненні 
in vitro. По осі ординат: частота одноклітинних зародків, які розвинулися до стадії 
двох бластомерів 

вихід одноклітинних гомо- і гетерозигот, що несуть батьківський гено-
тип C57BL, був стабільно високим (60—76 %) незалежно від типу се-
редовища. У той же час при заплідненні яйцеклітин донорською 
спермою BALB у середовищі І кількість одноклітинних зародків двох 
типів залишалася стабільно низькою — 20—ЗО % від вихідної кілько-
сті яйцеклітин. Проте проведення експериментів у середовищі II за-
безпечило збільшення частки гомо-· і гетерозигот (53 і 41 % відповід-
но). Отримані результати, можливо, пояснюються ще й тим, що, за 
даними Брандера з співавт. [11], яйцеклітини мишей лінії C57BL є 
більш чутливими до дії гіалуронідази і пронази, ніж яйцеклітини лі-
нії BALB, а аналіз гібридів між цими лініями виявив реципрокні роз-
біжності за чутливістю до дії ферментів з виразною батьківською 
компонентою наслідування [11]. 

Таким чином, середовище II виявилося кращим при наявності 
батьківського генотипу BALB, і обговорення впливу вихідної концент-
рації рухливих сперміїв на результат фертилізації in vitro буде про-
вадитися за даними, які отримано з використанням середовища Фра-
зера [Ю]. Виділення сперми відбувалося завжди з одного епідимі-
са, але концентрації рухливих сперміїв після капацитації у фіксова-
ному об'єму середовища (0,5 мл) варіювали. Виявилося (мал. 1), що 
у середовищі II запліднення сперміями C57BL йде краще у діапазоні 
концентрацій 9—16 млн рухливих сперматозоїдів у 1 мл, а для спер-
матозоїдів BALB відзначено покращення здатності до запліднення з 
підвищенням концентрації, але ця здатність однаково значно нижча 
відносно C57BL. 

Ми оцінили розподіл самців у популяції за концентрацією в них 
рухливих сперміїв. З'ясувалося, що для лінії C57BL розподіл складав 
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27 : 27 : 34 (відповідно до діапазонів концентрацій сперматозоїдів — 
1—8; 9—16; 17 млн/мл і більше), у той же час, для лінії BALB він 
складав 29 : 40 : 44 (можливо, що концентрація сперми, найбільш 
сприятлива до запліднення, лежить у межах більш високих кон-
центрацій). 

Для оцінки життєздатності зародків, які отримували шляхом за-
пліднення in vitro у середовищах двох типів, їх культивували від ста-
дії зиготи у середовищі M-16. Виявлено, що середовище І при заплід-
ненні має подовжений негативний вплив на подальший розвиток за-
родків, які несуть материнський генотип BALB (мал. 2). Так, до ста-
дії двох бластомерів розвивалося тільки 60—70 % гомо- і гетерози-
гот, отриманих у цьому середовищі. В той же час кількість двоклі-
тинних зародків того ж типу, запліднених у середовищі II, складала 
біля 90% від кількості одноклітинних. У випадку материнського ге-
нотипу C57BL до стадії 2 бластомерів розвинулося 89—92 % зигот не-
залежно від середовища. У праці Середеніна з співавт. [12] по-
казано різницю генотипів C57BL і BALB як окислювачів лікарських 
речовин: BALB має більш сильний фенотип окислювання, а гібриди 
наслідують фенотип сильнішого з батьків. Можливо, у нашому випад-
ку наявність материнського генотипу BALB обумовлює > підвищену 
чутливість зигот до культуральних середовищ. 

Отримані дані свідчать про те, що середовище II більш прийнят-
не для запліднення при наявності гамет BALB. У зв'язку з цим для 
подальшого розвитку у культурі ми брали зародки, запліднені у- цьо-
му середовищі (табл. 2). Розвиток зародків C57BL до бластоцист 
складав 89—91 %, що співпадає з нашими даними з культивування 
двоклітинних зародків C57BL, котрі вимивали з яйцепроводів (конт-
роль— 91%) , однак розвиток запліднених in vitro зародків BALB 
гірший, ніж у контролі (50 і 88% відповідно) [13]. Кількість Fi-гіб-
ридів з материнським генотипом C57BL, що розвинулися до бласто-
цист, складала 89 %, в той же час у випадку Fi-гібридів з цитоплаз-
мою BALB вона складала 63% (див. табл. 2). При розвитку зарод-
ків до бластоцист завжди спостерігався материнський ефект—біль-
ший вихід ембріонів обумовлювався наявністю яйцеклітйн C57BL. 

З метою оцінки життєздатності запліднених in vitro яйцеклітин 
вісьмом псевдовагітним самицям лінії ICR трансплантували двоклі-
тинні зародки усіх досліджених генотипів, виходячи з розрахунку: 
дев'ять зародків на одну самицю: Сім самиць виявилися вагітними 
і їх розітнули на 16-й день. З 73 пересаджених зародків імплантува-
ло 37, з них 31 ·— живий. 

Таким чином, становлення методики запліднення і культивуван-
ня in vitro зародків інбредних ліній мишей потребує аналізу взаємодії 
біологічних факторів, які впливають на ці процеси. Нами показано 
чутливість яйцеклітин, сперматозоїдів та зигот до типу середовища 
для запліднення, пов'язану з лінійною приналежністю самиць і сам-
ців—донорів гамет. Проте є можливим вибір середовища, оптималь-
ного, як мінімум, для двох контрастових за багатьма характеристи-
ками ліній (середовище II). Очевидно,.що для самців кожної лінії 
мишей існує оптимальна' вихідна концентрація рухливих сперміїв, яка 

Т а б л и ц я 2 
Вплив генотипів гамет на розвиток у культурі двоклітинних зародків, одержаних 
шляхом запліднення in vitro 
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забезпечує успішний процес запліднення in vitro. Позитивний вплив 
С57ВЬ-генотипу сперміїв на процес штучного запліднення слід вра-
ховувати як важливий фактор під час вибору інбредної лінії донорів 
гамет. 

Аналіз розвитку одноклітинних зародків у культурі показав, що 
материнський генотип C57BL забезпечує їх нормальне подрібнення до 
пізніх доімплантаційних стадій. У той же час негативний вплив ма-
теринського генотипу BALB виявляється зі стадії зиготи аж до піз-
ньої бластоцисти. Таким чином, для заплідення in vitro слід викори-
стовувати гамети донорів інбредної лінії C57BL, а наявність такого 
материнського генотипу у лінійних зародків і Fi-гібридів забезпечує 
їх успішний розвиток у культурі та життєздатність. 
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