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Резюме
В статията са обобщени резултатите от изследванията на автора и литературни източници относно

активацията на in vitro узрели ооцити за партеногенетично развитие при селскостопанските животни. Изложени са
основните принципи и методологични постановки на експериментите по партеногенетична активация на яйцеклетките
извън организма. Обсъждат се биологичните основи, проблемите и перспективите за използване на in vitro
партеногенетичната активация на яйцеклетките при селскостопанските животни.

Резюме
Обобщены данные литературы и результаты исследований автора об активации созревших in vitro ооцитов

сельскохозяйственных животных к партеногенетическому развитию. Изложены основные принципы и положения
методологии экспериментов по партеногенетической активации яйцеклеток сельскохозяйственных животных вне
организма. Обсуждаются биологические основы, проблемы и перспективы применения партеногенетической
активации яйцеклеток сельскохозяйственных животных in vitro.

Abstract
The data of literature and results of own investigations of the author on activation of maturation in vitro ооcytes of

agricultural animals to parthenogenetic development are summarized. The main laws and states of investigations methodology
on the parthenogenetic activating of oocytes of agricultural animals out of organism were presented. The author discussed
the biological bases, problems and prospects of application of the parthenogenetic activation of oocytes of agricultural
animals of in vitro.
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На современном этапе развития животноводства
особое значение при воспроизводстве и селекции
сельскохозяйственных животных имеет репродуктивная

биотехнология. Более широкое применение в практике
животноводства новых биотехнологических приемов и
методов размножения даст возможность повысить
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эффективность использования современных генетико-
селекционных методов и интенсифицировать
селекционную работу по совершенствованию
племенных и продуктивных качеств животных.
Особенно актуальными становятся направления
биотехнологии воспроизводства по разработке
нетрадиционных методов размножения, сохранения
сельскохозяйственных животных с ценными генотипами
и создания новых уникальных по генетическому
потенциалу животных. К таким направлениям можно
отнести получение in vitro IVF- и партеногенетических
эмбрионов, клонирование методом пересадки ядер,
интрацитоплазматическое оплодотворение, трансплан-
тация эмбрионов, что вместе с трансгенными
технологиями открывает большие перспективы их
использования в животноводстве (Nagashima, 2003;
Еrnst, 2006; Kobayashi, 2007; Deshmukh, 2011).

В последние годы значительно вырос научный
интерес к исследованиям направленным на получение
партеногенетических эмбрионов сельскохозяйственных
животных in vitro. Партеногенез – способность женских
половых клеток развиваться без участия спермато-
зоидов. Впервые возможность искусственного
партеногенеза была показана Тихомировым в 1886 г. на
примере тутового шелкопряда, где после обработки яиц
разными химическими и физическими факторами, их
партеногенетическое развитие останавливалось на
стадии вылупления личинки. В 40-х годах ХХ ст. Астауров
подтвердил возможность получения партеногенети-
ческого потомства после применения термической
активации яиц тутового шелкопряда. Первые попытки
получения партеногенетических эмбрионов млекопи-
тающих предприняты Пинкусом в 30-х годах ХХ ст., но
только в начале 80-х годов исследования приобрели
более широкое развитие (Diban i Hozhay, 1980; Golubev i
dr., 1985). В эти годы исследования по изучению
закономерностей раннего эмбрионального развития при
использовании партеногенетической активации гамет
проводились в основном на яйцеклетках мышей (O’Neill,
1989; Onodera, 1989). С того времени метод
искусственной активации яйцеклеток нашел свое
применение не только для получения in vitro
партеногенетических эмбрионов млекопитающих.
Определение оптимальных условий активации
яйцеклеток имеет так же важное значение для успешного
проведения таких эмбриотехнологий, как интрацито-
плазматическая инъекция сперматозоида, клонирование
животных методом пересадки ядер (Morozova i dr., 2004;
Kobayashi, 2007; Keefer, 2008).

При получении партеногенетических эмбрионов
in vitro одним из важных моментов является поиск
оптимизации режима искусственной активации
яйцеклеток. Оптимальное время для проведения
партеногенетической активации может зависеть, с одной

стороны, от времени, необходимого для завершения
полноценного ядерного и цитоплазматического
созревания, и с другой стороны от времени, когда в
зрелом ооците начинаются процессы дегенерации, при
этом оба показателя могут быть видоспецифичными.
Установлено, что для ооцитов свиней необходим более
длительный период созревания in vitro, по сравнению с
коровами (Lechniak,1996), лошадьми (Sosnowski, 1997).
Период созревания in vitro ооцитов свиней, по данным
разных авторов, составляет от 36 до 48 часов (Wang,
1997; Motlik, 1998; Prather, 1998). Нами показано, что
после партеногенетической активации ооцитов свиней
in vitro, которые созревали 44 часа, наблюдалось
увеличение формирования партеногенетических
эмбрионов, по сравнению с 46 и 48 часами культиви-
рования (Ostapovets, 2006). Противовес позитивному
влиянию увеличения продолжительности созревания
ооцитов коров от 24 до 40 часов на уровень активации
яйцеклеток и формирования партеногенетических
эмбрионов (Liu, 1998; Kikuchi, 1995). Это подтверждается
исследованиями, где после партеногенетической
активации ооцитов коров через 30 часов созревания in
vitro уровень активации яйцеклеток и дальнейшего их
дробления был существенно выше, по сравнению с 24
часами созревания in vitro (Kuznеtsova i Kuznеtsov, 2000).

В зависимости от того, на какой стадии мейоза
(метафазе І или метафазе ІІ) будет происходить
партеногенетическая активация ооцитов, вида
активатора и других факторов, последующее развитие
активированных гамет может приводить к получению
разных типов партеногенетических эмбрионов
(генетически однородные, неоднородные и мозаичные
гаплоиды, гетерозиготные диплоиды, амейотические
гетерозиготные диплоиды) (Еrnst i Sergeev, 1989). В
последнее время особенной актуальности приобрели
исследования по изучению возможности партеногене-
тической активации in vitro ооцитов на ранних стадиях
мейоза, например, метафазе І. Это может
способствовать получению новых типов диплоидных
партеногенетических эмбрионов и «приблизить
решение вопроса об амейотическом партеногенезе
млекопитающих» (Diban, 1988). Так, Golubev i dr. (1985)
было показано, что активация ооцитов коров на стадии
метафазы І мейоза in vitro холодовым шоком приводит
к формированию 2–4-клеточных партеногенетических
эмбрионов. После активации ооцитов свиней на
метафазе І комбинацией этанола с циклогексамидом
получены 2–6-клеточные партеногенетические
эмбрионы in vitro (Shtegelyskaya, 1996). Однако, Д. Кубяк
с соавторами (1991) предложил другой способ
получения амейотических партеногенетических
эмбрионов in vitro.  Суть способа состояла в
ингибировании первого редукционного деления мейоза
у ооцитов мышей гетерозиготных по локусу
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глюкозофосфат-изомеразы (GPI) с использованием
цитохалазина D и последующей активацией таких гамет
к амейотическому партеногенезу. Применение
цитохалазина D обусловлено его способностью
блокировать полимеризацию актиновых микро-
филаментов, что приводит к ингибированию экструзии
первого полярного тельца во время прохождения
редукционного деления мейоза. Таким образом,
останавливается процесс цитокинеза, в тоже время не
препятствуется прохождение кариокинеза, в результате
чего происходит формирование тетра-плоидных
ооцитов, которые после активации, завершения 2-го
мейотического деления и выделения полярного тельца
имеют диплоидный набор хромосом. Гетерозиготность
этих партеногенонов была подтверждена
электрофоретическим анализом изоформ GPI, где все
проанализированные эмбрионы содержали три
изоформы фермента, характерных для гетерозигот.
Такие партеногенетические эмбрионы развивались до
стадии бластоцисты, но после трансплантации
реципиентам их развитие остановилось на 9-10 день
(Kubiak, 1991). Этот подход дал возможность получить
партеногенетические эмбрионы коров (Kuznеtsova i
Kuznеtsov, 2000) и свиней (Ostapovets, 2010), которые
развивались до стадии ранней морулы.

Как было отмечено, в последние годы
значительно вырос интерес к исследованиям направ-
ленным на активацию яйцеклеток млекопитающих к
партеногенетическому развитию in vitro. Получение
партеногенетических эмбрионов in vitro дает возможность
более полноценно  подойти к решению  проблем генетики
развития, которые связаны с вопросами раннего
эмбриогенеза млекопитающих: раскрытию механизмов
инициации эмбриогенеза, эпигенетического контроля
функционирования генома, анализа роли определенных
генов в процессе эмбрионального развития,
моделирование и корректирование наследственных
заболеваний человека. В связи с недостаточно
изученным механизмом геномного импринтинга остается
открытым вопрос получения у млекопитающих
жизнеспособного потомства путем партеногенеза.
Поэтому использование партеногенетических эмбрионов
для получения химерных животных может быть
экспериментальной моделью для исследования
механизмов инициации эмбрионального развития,
анализа функции генов, а именно определения отличий
в функционировании мужского и женского геномов на
протяжении раннего эмбриогенеза, половой
детерминации, получения трансгенных животных (Surani,
1991; Boediono, 1999; Lunney, 2007; Singh, 2012).
Использование партеногенетических эмбрионов, как
источника эмбриональных стволовых клеток, является
предпосылкой для решения проблем, связанных с
получением эмбриональных стволовых клеток, как в

методическом, так и морально-этическом аспекте (Cibelli,
2002; Koh, 2009; Ruggeri, 2012). Кроме того, не смотря
на достигнутые успехи в получении биологически
полноценных эмбрионов свиней, после оплодотворения
яйцеклеток in vitro, эффективность данного метода
находится на более низком уровне по сравнению с
получением таких эмбрионов у других видов
сельскохозяйственных животных. Так, одной из проблем
при получении эмбрионов свиней in vitro является
высокий уровень полиспермного оплодотворения
яйцеклеток in vitro, который значительно влияет на
эффективность формирования эмбрионов на
доимплантационных стадиях развития (Abeydeera, 2002).
Применение партеногенетической активации яйцеклеток
свиней in vitro даст возможность исключить негативное
влияние полиспермного оплодотворения, что позволит
разработать оптимальные критерии отбора биологически
полноценных незрелых ооцитов, оптимизировать
системы созревания ооцитов и культивирования
эмбрионов in vitro.

Таким образом, не вызывает сомнения
значимость и перспективность применения метода
партеногенетической активации яйцеклеток in vitro для
решения фундаментальных проблем генетики и
биологии развития сельскохозяйственных животных.
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