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ОПТИМИЗАЦИЯ СИСТЕМЫ ДЛЯ ПРОВЕДЕНИЯ 
ГЕНЕТИКО-ЭМБРИОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ 
НА ИНБРЕДНЫХ ЛИНИЯХ МЫШЕЙ. 
2. СРАВНЕНИЕ СПОСОБНОСТИ 
К ОПЛОДОТВОРЕНИЮ in vitro 
У ИНБРЕДНЫХ ЛИНИЙ МЫШЕЙ C57BL/6j и BALB/cLac 

_Изучена возможность оптимизации биологической системы для оплодотворения in vit-
ro без предварительной гормональной стимуляции линейных доноров гамет. Выбрана 
культуральная среда для фертилизации in vitro, оптимальная, как минимум, для двух 
контрастных по многим характеристикам инбредных линий мышей C57BL/6j и 
BALB/cLac. Показана доминирующая роль отцовского генотипа в процессе оплодотво-
рения in vitro и материнского — при развитии зародышей в культуре вплоть до позд-
них доимплантационных стадий. Использование мужских гамет C57BL увеличивает эф-
фективность оплодотворения in vitro с 50 до 76 %, а наличие такого материнского ге-
нотипа обеспечивает успешное развитие до бластоцист 90 % линейных и гибридных 
зародышей. 

Введение. Исследования по оплодотворению in vitro у мышей были 
начаты в 70-е годы [1—4]. Большинство из них преследовало цель 
улучшить методику оплодотворения, но, по-видимому, в связи с незна-
чительным выходом оплодотворенных зародышей мышей инбредных 
линий эти работы, в основном, велись на гаметах аутбрёдных линий 
или гибридов [5—7]. 

Создание оптимальной биологической системы для осуществления 
современных генетико-эмбриологических исследований потребовало вы-
полнения ряда условий, приведенных в нашем первом сообщении. На-
стоящая работа посвящена изучению влияния генотипов контрастных 
по многим характеристикам [8] доноров гамет на эффективность опло-
дотворения и жизнеспособность зародышей в системе in vitro. 

Материалы и методы. В качестве доноров яйцеклеток использова-
ли 3—5-месячных самок мышей линий C57BL/6j и BALB/cLac без пред-
варительной индукции суперовуляции, а доноров спермы — фертиль-
ных самцов тех же линий, используемых в скрещиваниях один раз в 
неделю. Мышей содержали при инвертированном световом режиме 12 : 
: 12 со световым периодом с 10 до 22 ч. 

Оплодотворение in vitro проводили по методике [9] в средах, от-
личающихся соотношением ионов K+/Na+ и содержанием БСА: среда 
I [9], среда II [10]. Концентрации подвижных спермиев после 2 ч ка-
лацитации подсчитывали индивидуально для каждого самца в камере 
Горяева. 

Для оценки жизнеспособности зародышей, полученных при оплодо-
творении in vitro, их культивировали в среде М-16 [9] до стадии бла-
стоцисты или трансплантировали на двуКлеточной стадии в ампулу 
яйцевода самкам-реципиентам линии ICR [9]. 

Результаты и обсуждение. Данные, представленные в табл. 1, сви-
детельствуют о доминирующей роли отцовского генотипа в процессе оп-
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лодотворения; выход одноклеточных гомо- и гетерозигот, несущих от-
цовский генотип C67BL, был стабильно высоким (60—76%) вне (За-
висимости от типа среды. В то же время при оплодотворении яйцекле-
ток донорской спермой BALB в среде I количество одноклеточных за-
родышей двух типов оставалось постоянно низким — 20—30 % ог ис-
хЬдного числа яйцеклеток. Однако проведение экспериментов в среде-
II обеспечило увеличение доли гомо- и гетерозигот (53 и 41 % соответ-
ственно) . Полученные результаты, возможно, объясняются еще и тем, 
что, по данным Брандера с соавт. [11], яйцеклетки мышей линии 
C57BL более чувствительны к действию гиалуронидазы и проназы, чем. 

12 3 1 2 3 1 23 1 23 Типы УЛ У / У Л У Л 
%C57BL гвлв ZC57BL %ВЛВ»мт %C57BL ?МВ Тшы 
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Рис. 1. Зависимость результатов оплодотворения in vitro яйцеклеток от генотипа иг 
исходной концентрации подвижных Спермией (1—0—8; 2—9—16; 3-И7 млн/мл) 
Рис. 2. Развитие зародышей в зависимости от типа среды (I, II) при оплодотворении 
in vitro. По оси ординат: доля одноклеточных зародышей, развившихся до стадию 
двух бластомеров 

яйцеклетки линии BALB, а анализ гибридов между этими линиями вы-
явил реципрокные различия по чувствительности к действию фермен-
тов с ярко выраженной отцовской компонентой наследования [11]. 

Таким образом, среда II оказалась лучшей при наличии отцовского» 
генотипа BALB, и обсуждение влияния исходной концентрации по-
движных спермиев на результат фертилизации in vitro будет проведено 
по данным, полученным с использованием среды Фразера [10]. Спер-
му всегда выделяли из одного эпидимиса, но концентрации- подвижных 
спермиев после капацитации в фиксированном объеме среды (0,5 мл) 
варьировали. Оказалось (рис. 1), что в среде II оплодотворение спер-
миями C57BL идет лучше в диапазоне концентраций 9—16 млн по-
движных сперматозоидов в 1 мл, а для сперматозоидов BALB отмеча-
ется улучшение способности к оплодотвярению с повышением концент-
рации, но эта способность все равно значительно ниже относитель-
но C57BL. 

Мы оценили распределение самцов в популяции по концентрации 
у них подвижных спермиев. Оказалось, что для линии C57BL распре-
деление составило 27 : 27 : 34 (соответственно диапазонам концентра-
ций сперматозоидов 1—8; 9—16; 17 млн/мл и более), в то время как. 
для линии BALB — 29 : 40 : 44 (возможно, что концентрация спермы, 
наиболее благоприятная для оплодотворения, находится в области бо-
лее высоких концентраций). 

Для оценки жизнеспособности зародышей, полученных оплодотво-
рением in vitro в средах обоих типов, их культивировали со стадии зи-
готы в среде М-16. Обнаружено, что среда I оказывает при оплодотво-
рений продленное отрицательное воздействие на дальнейшее развитие 
зародышей, несущих материнский генотип BALB (рис. 2). Так, до ста-
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дин двух бластомеров развилось только 60—70 % гомо- и гетерозигот, 
Полученных в этой среде. В это же время число двуклеточных заро-
дышей того же типа, оплодотворенных в среде II, составило порядка 
90 % от количества одноклеточных. В случае материнского генотипа 
C57BL До стадии двух бластомеров развилось 89—92% зигот вне за-
висимости от типа среды. В работе Середенина с соавт. £12) показано 
различие генотипов C57BL и BALB в качестве окислителей лекарствен-
ных веществ: BALB имеет более сильный фенотип окисления, а гибри-
ды наследуют фенотип сильного родителя. Вероятно, в нашей случае 
наличие материнского генотипа BALB обусловливает повышенную чув-
ствительность зигот к культуральным средам. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что среда II более 
приемлема для оплодотворения при наличии гамет BALB. В связи с 
этим для дальнейшего развития в культуре мы брали зародышей, оп-
лодотворенные в этой среде (табл. 2). Развитие зародышей C57BL до 
бластоцист составляло 89—91 %, что совпадает с нашими данными по 
культивированию двуклеточных зародышей C57BL, вымытых из яйце-
водов (контроль —91 %), однако развитие оплодотворенных tit vitro 
зародышей BALB хуже, чем в контроле (50 и 88 % соответственно,) 
[13J. Количество Fi-гибридов с материнским генотипом C57BL, раз-
вившихся до бластоцист, составило 89%, в то время как в случае Fi-
гибридов с цитоплазмой BALB — 63 % (см. табл. 2). При развитии за-
родышей до бластоцист всегда наблюдался материнский эффект — 
больший выход эмбрионов обусловливался наличием яйцеклеток C57BJL. 

Для оценки'жизнеспособности оплодотворенных in vitro яйцекле-
ток восьми псевдобеременным самкам,линии ICR трансплантировали 
двуклеточных зародышей всех исследованных генотипов из расчета 
девять зародышей на одну самку. Семь самок оказались беременными 
и были вскрыты на 16-й день. Из 73 пересаженных зародышей имплан-
тировало 37, из них живой —31. 

Таким образом, при постановке методики оплодотворения и куль-
тивирования in vitro зародышей инбредных линий мышей необходим 
анализ взаимодействия биологических факторов, влияющих на эти 
Процессы. Нами показана чувствительность яйцеклеток, сперматозоидов 
и зигот к типу среды для оплодотворения, связанная с линейной при-
надлежностью самок и самцов — доноров гамет. Однако возможен вы-
бор среды, оптимальной, как минимум, для двух контрастных по мно-
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тим характеристикам линий (среда* I I ) . Очевидно, что для самцов каж-
дой линии мышей, существует оптимальная исходная концентрация по-
движных спермиев, обеспечивающая успешный процесс оплодотворе-
ния in vitro. Положительное влияние С57ВЬ-генотипа спермиец на про-
цесс искусственного оплодотворения следует учитывать в качестве важ-
ного фактора при выборе инбредной линии доноров гамет. 

Анализ развития одноклеточных зародышей в культуре показал, 
что материнский генотип C57BL обеспечивает их нормальное дробление 
до поздних доимплантационных стадий. В то же время отрицательное 
влияние материнского генотипа BALB проявляется со стадии зиготы 
вшють до поздней бластоцисты. Таким образом, для оплодотворения 
иt vitro следует использовать гаметы доноров инбредной линии. C57BL, 
а наличие такого материнского генотипа у линейных зародышей^ и 
Fi-гибридов обеспечивает их успешное развитие в культуре и жизне-
способность. 

S u m m a ry. We. present data on optimization of the biological system for in vitro 
fertilization without preliminary hormonal stimulation of inbred ova donors. An incuba-
tion, medium for in-vi tro fertilization was chosen, wich is optimal for it least two dif-
ferent in many features inbred mice strains C57BL/6j and BALB/cLac. We demonstrated 
the male genotype js; (dominant during in vitro fertilization, while the female genotype 
appears to. be dominant in the course of zygote development in culture untill late preim-
plantation stages. Application of C57BL spermatozoa rises the effectivity of in vitro fer-
tilization from 50 to 76 %. Maternal C57BL genotype ensures successful development of 
about 90 % ol homo- and heterozygotes till blastocyst stage. 
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