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Аннотация. В статье приводятся результаты поисковых работ по разработке оп-

тимальной схемы гормональной индукции полиовуляции; определению времени и ре-

жима получения оплодотворенных ооцитов, находящихся на стадии 2 пронуклеусов 

для микроинъекции генной конструкции. В исследовании использовали 24 взрослых 

клинически здоровых овец. Овцам-донорам для пролонгации лютеиновой фазы и син-

хронизации полового цикла применяли интравагинальные пессарии, пропитанные 45 

мг флюогестон ацетата. В качестве стимулятора фолликулогенеза применялся препарат 

Folltropin-V в общей дозе 220 мг. Оперативный доступ к внутренним половым органам 

осуществляли срединной вентральной лапаротомией. Все овцы-доноры (100 %) при-

шли в состояние эструса, однако только у 19 животных (79,2 %) была обнаружена 

множественная овуляция. Выяснено, что среднее время, проходившее от удаления пес-

сария до начала охоты, составило 15,3 часа с достаточно широкими колебаниями от 9 

до 29 часов. Среднее время, проходившее от удаления пессария до завершения призна-

ков эструса, составило 42,7 часов с вариативностью показателя от 31 до 50 часов. 

Средняя продолжительность половой охоты в группе доноров составила 27,2 часа, при 

этом вариабельность – от 9 до 41 часа. Всего от 19 доноров с полиовуляцией было по-

лучено 117 гамет (6,16 клеток от 1 донора). При этом неоплодотворенных ооцитов об-

наружено 32 (27,4 %, или 1,68 на 1 донора), на стадии 2 пронуклеусов выявлено 50 кле-

ток (42,7 %, или 2,6 на 1 донора), иных клеток оказалось 35 (29,9 %, или 1,8 на 1 доно-

ра). Полученные данные не позволяют выявить и обосновать чёткие критерии времени 

оперативного вмешательства для получения оплодотворённых яйцеклеток на стадии 2 

пронуклеусов. Однако на основе анализа полученных данных можно констатировать, 

что для расчёта времени извлечения гамет на определённой стадии развития у овец 

приоритетное значение имеют такие параметры, как начало охоты и длительность эст-

руса. Данные параметры получены экспериментальным путём и могут служить в каче-

стве ориентира при проведении работ по получению гамет на стадии 2 пронуклеусов. 

Ключевые слова: овцы, гормоны, доноры, индукция суперовуляции, пронукле-

ус, эмбрионы 
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Abstract. The article presents the results of preconceptual study on the development 

of an optimal scheme for hormonal induction of polyovulation; determining the time and 

mode of obtaining fertilized oocytes at the stage of two pronuclei for microinjection of the 

gene construct. 24 adult clinically healthy sheep were used in the study. In order to prolong 

the luteal phase and synchronize the estrous cycle, sheep donors were treated with intravagi-

nal pessaries soaked with 45 mg of flugestone acetate. Folltropin -V was used as a folliculo-

genesis stimulator at a total dose of 220 mg. Instant access to the internal genital organs was 

achieved through a ventral midline laparotomy. All sheep donors (100%) entered estrus, but 

only 19 animals (79,2%) were found to have multiple ovulation. It was found that the average 

time period from removal of the pessary to onset of estrus was 15,3 hours with wide varia-

tions from 9 to 29 hours. The average time period from removal of the pessary to the comple-

tion of estrus signs was 42,7 hours, with variability from 31 to 50 hours. The average duration 

of estrus in the donor group was 27,2 hours, with variability ranging from 9 to 41 hours. In 

total, 117 gametes (6,16 cells from 1 donor) were obtained from 19 donors with polyovula-

tion. At the same time, 32 unfertilized oocytes were found (27,4% or 1,68 per donor). 50 cells 

were identified at the stage of two pronuclei (42,7% or 2,6 per donor). Also, there were 35 

other cells (29,9 % or 1,8 per donor). The obtained data do not allow us to identify and justify 

clear criteria for the timing of operative measure to obtain fertilized eggs at the stage of two 

pronuclei. However, based on the analysis of the obtained data, it can be stated that to calcu-

late the time of gamete retrieval at a certain stage of development in sheep, parameters such as 

the onset of estrus and the duration of estrus have priority. These parameters were obtained 

experimentally and could serve as a guideline when carrying out a work on obtaining gametes 

at the stage of two pronuclei. 
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Введение. Одной из ключевых вспомогательных репродуктивных технологий 

(ВРТ) является техника множественной овуляции и эмбриотрансфера (MOЭT) [1, 2, 3], 

широко использующаяся в мире для повышения эффективности воспроизводства в 

рамках программ разведения жвачных животных с целью существенного ускорения ге-

нетического прогресса [4, 5]. В то же время значительная изменчивость ответа яични-

ков на использование стандартных методик индукции множественной овуляции крити-

чески ограничила широкое использование этой биотехнологии у мелких жвачных [6-8].  

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/embryo-transfer
https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/sheep
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Исследователи считают, что непредсказуемость яичникового ответа на экзоген-

ную гормональную стимуляцию, приводящая в одних случаях к достаточно успешным, 

а в других случаях – к неудовлетворительным результатам обусловлена разными фак-

торами, подразделяя при этом их на внутренние и внешние. К основным внутренним 

факторам, которые могут влиять на результаты суперовуляции у овец, относят породу 

[9, 10] и фолликулярную популяцию, присутствующую в начале протокола суперову-

ляции [11]; к внешним факторам – сезон года, климатические условия содержания, вид 

препарата для индукции полиовуляции, схему его аппликации и другие [12].  

Несмотря на то, что до сих пор исследователи получают противоречивые данные 

даже при использовании идентичных протоколов суперовуляции, технология МОЭТ 

будет интенсивно развиваться и одним из драйверов этого движения может стать тех-

нология трансгенеза и получения трансгенных животных.  

Под трансгенезом понимают процесс переноса и интеграции чужеродной гене-

тической информации в геном животных. Такая информация представляет собой либо 

отдельный участок ДНК с собственными (гомологичными) регуляторными последова-

тельностями (эукариотическая транскрипционная единица), либо сконструированный 

из различных молекул ДНК гибридный (рекомбинантный) ген. Соответственно, транс-

генные животные – это особи, в ДНК которых искусственно интегрирована чужеродная 

генетическая информация (трансген), в связи с чем эти животные могут иметь заданные 

характеристики.  

В настоящее время для получения трансгенных животных используются не-

сколько подходов. Наибольшее распространение получил метод микроинъекции чуже-

родной ДНК (чДНК), как правило плазмидных генно-инженерных конструкций, в про-

нуклеусы зигот [13].  

Пронуклеус – это ядро спермия или яйцеклетки в процессе оплодотворения. Спер-

мий становится пронуклеусом после того, как проникает в яйцеклетку, но до того, как 

его генетический материал сливается с генетическим материалом (ядром) яйцеклетки. 

В научной литературе базовая методика проведения микроинъекций в пронуклеусы 

зигот и даже особенности, возникающие при проведении этой манипуляции у разных 

млекопитающих, достаточно подробно описаны [14]. Базовая сущность метода микро-

инъекции заключается во введении раствора генных конструкций (обычно 1-2 пкл рас-

твора ДНК в концентрации, соответствующей 1 000 копиям в 1 пкл микроинъекцион-

ного раствора) в мужской пронуклеус зигот. При этом следует указать, что мужской 

пронуклеус является предпочтительным лишь в плане большей величины по сравне-

нию с ядром яйцеклетки и, следовательно, лучшей визуализации. Исследователи дока-

зали, что независимо от количества копий экзогенной ДНК (от 1 до нескольких сотен) 

или же при микроинъекции нескольких рекомбинантных конструкций встраивание ко-

пий в геном происходит, как правило, в одном сайте.  

Несмотря на определённые успехи в создании трансгенных животных разных 

видов, следует признать, что эффективность трансгенеза до настоящего времени оста-

ётся на низком уровне. Современная мировая практика в этой области показывает, что 

для получения одного трансгенного животного требуется большое количество эмбрио-

нов на определённой стадии развития и большое число реципиентов, что значительно 

удорожает технологию. По-видимому, здесь следует разделить многочисленные про-

блемы трансгенеза на 2 крупных блока. Первый блок проблем связан с манипуляциями, 

которые должны привести к получению от животных-доноров гамет на стадии 2 про-

нуклеусов, а именно: отбор овец-доноров, применение оптимальной схемы индукции 
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полиовуляции, техника получения гамет методом лапаротомии или лапароскопии. Вто-

рой блок проблем связан с манипуляциями по оценке гамет, собственно микроинъеци-

рованием в пронуклеус генной конструкции, контролем выживаемости эмбрионов по-

сле микроинъекции, с подготовкой самок-реципиентов, техникой эмбриотрансфера, 

приживляемостью и ранним пренатальным развитием зигот, подвергнутых различным 

процедурам, связанным с введением в их пронуклеусы генно-инженерных конструкций 

[15]. 

Следует подчеркнуть, что разработанные и успешно применяемые классические 

схемы индукции полиовуляции не в полной мере отвечают требованиям получения га-

мет на стадии 2 пронуклеусов [16, 17, 18]. В первую очередь потому, что синхронность 

овуляции при традиционной технологии МОЭТ желательна, но не императивна, в то 

время как в технологии трансгенеза данный фактор считается критически важным. Во-

вторых, в связи с тем, что в технологии трансгенеза используются эмбрионы на стадии 

2 пронуклеусов, а эта фаза развития эмбриона, по разным оценкам, имеет продолжи-

тельность всего 6–8 часов, становится понятным, что экспериментатор жестко ограни-

чен по времени. При этом у него нет никаких оснований для более или менее достовер-

ного прогнозирования времени получения этих клеток. 

В связи со сказанным считаем, что для разработки эффективной технологии по-

лучения трансгенных животных необходимы исследования по оптимизации схем гор-

мональной индукции полиовуляции у овец, определению времени вымывания (получе-

ния) эмбрионов на стадии 2 пронуклеусов с желательной привязкой этого времени к 

какому-нибудь достоверному и верифицируемому этапу манипуляций. 

Основной задачей собственных исследований являлось проведение поисковых 

работ по разработке оптимальной схемы гормональной обработки овец с целью вызы-

вания синхронной полиовуляции; определению времени и режима получения оплодо-

творенных ооцитов, находящихся на стадии 2 пронуклеусов для микроинъекции генной 

конструкции. 

Материал и методы исследований. Исследования проведены в лаборатории 

воспроизводства и репродуктивных технологий на опытной станции Всероссийского 

НИИ овцеводства и козоводства – филиала ФГБНУ «Северо-Кавказский федеральный 

научный аграрный центр» Шпаковского района Ставропольского края, на эксперимен-

тальной базе ООО «Ставропольский фермер» (п. Ударный Прикубанского района Ка-

рачаево-Черкесской Республики). Объектом исследований стали взрослые овцематки 

пород российской селекции.  

Для пролонгации овцам-донорам лютеиновой фазы и синхронизации полового 

цикла использовались интравагинальные пессарии (поролоновые губки), пропитанные 

45 мг флюогестон ацетата. В качестве стимулятора фолликулогенеза применялся пре-

парат Folltropin-V в общей дозе 220 мг, разделённой на 7 инъекций дважды в день с ин-

тервалом 12 часов, начиная с 12-го дня от начала гормональной обработки (день уста-

новки губки – день 0). На 14-й день донорам инъецировали по 0,1 мг ДВ простагланди-

на F2α. На следующий день донору подкожно вводили Ovarelin в дозе 0,6 мл.  

Первую выборку маток в охоте проводили через 3 часа после удаления губки и 

осуществляли её через каждые 2 часа. Выявление эстральной стадии полового цикла 

проводили при помощи баранов-пробников с подвязанными фартуками (из расчёта 1 

баран:6 овец). Для осеменения самок, у которых была установлена течка, использовали 

ручную случку с баранами с доказанной фертильностью и высоким качеством спермо-

продукции. 
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Перед оперативным вмешательством доноров переводили на 24-часовую диету 

без корма и 12-часовую водную диету. Оперативный доступ к внутренним половым ор-

ганам осуществляли срединной вентральной лапаротомией. Предварительно доноры 

были анестезированы внутривенной инъекцией Telasol. После вскрытия брюшной по-

лости оценивали состояние внутренних половых органов, фиксировали количество 

жёлтых тел в яичниках. Только доноры, реагирующие на суперовуляторную обработку 

тремя или более свежими сформировавшимися жёлтыми телами, подвергались извле-

чению эмбрионов. Для этого рога матки выводили наружу и каждый рог матки промы-

вали 40 мл фосфатно-буферного раствора (PBS) с 10 % фетальной телячьей сывороткой 

(FCS). Промывочный раствор вводили в матку за её конец с помощью внутривенного 

катетера 18 G и извлекали из основания рога матки с помощью силиконового уретраль-

ного катетера. Смыв матки поддерживали в PBS при 37 
0
C в течение 20 минут, а извле-

ченные эмбрионы исследовали с помощью стереомикроскопа при увеличении х 20. Во 

время процедур рога матки постоянно орошались стерильным 0,9%-ным физиологиче-

ским раствором при температуре 37 
0
С. После промывания их вводили обратно в 

брюшную полость, который орошали 0,9%-ным физиологическим раствором с 20 

МЕ/мл гепарина натрия при 37 
0
С.  

Эффективность схемы полиовуляции оценивали по следующим переменным: 

суперовуляторный ответ, выражаемый как процент овец, отвечающих на протокол су-

перовуляции; среднее количество жёлтых тел (ЖТ) на суперовулированную овцу. 

Идентифицировали и классифицировали полученные гаметы в соответствии с их мор-

фологическим видом: общее количество полученных гамет и стадии развития эмбриона 

(неоплодотворенные ооциты, яйцеклетки на стадии 2 пронуклеусов, ранние эмбрионы, 

дегенерированные эмбрионы).  

Результаты исследований и их обсуждение. Из 24 овец-доноров, подвергшихся 

гормональной индукции полиовуляции, в состояние эструса пришли все (100 %). Все 

животные были оперированы, однако только у 19 животных (79,2 %) обнаружили мно-

жественную овуляцию (более 3 сформировавшихся свежих жёлтых тел в одном яични-

ке).  

Результаты эксперимента отражены в таблице 1.  

Материалы таблицы демонстрируют, что среднее время, проходившее от удале-

ния пессария до начала охоты составило 15,3 часа с достаточно широкими колебаниями 

от 9 до 29 часов. Среднее время, проходившее от удаления пессария до завершения 

признаков эструса, составило 42,7 часов с вариативностью показателя от 31 до 50 ча-

сов. Средняя продолжительность половой охоты в группе доноров составила 27,2 часа, 

при этом вариабельность – от 9 до 41 часа. Данные параметры получены эксперимен-

тальным путём и могут служить в качестве ориентира при проведении подобных работ.  

Лапаротомию в среднем проводили через 65,6 часов после удаления пессария (лимит – 

от 57 до 74 часов), или через 51,6 часов от начала охоты (лимит – от 33 до 59 часов), 

или через 23,3 часа от конца охоты (лимит – от 16 до 26 часов). 

Всего от 19 доноров с полиовуляцией было получено 117 гамет на разной стадии 

(6,16 клеток от 1 донора). При этом неоплодотворённых ооцитов обнаружено 32 (27,4 

%, или 1,68 на 1 донора), на стадии 2 пронуклеусов выявлено 50 клеток (42,7 %, или 2,6 

на 1 донора), иных клеток оказалось 35 (29,9 %, или 1,8 на 1 донора). 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/fetal-bovine-serum
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Таблица 1 

Результаты опыта по получению датированных по времени эмбрионов 

№ 
животного 

Эструс, 
от удаления пессария, ч. Продолжительность 

охоты, ч. 

Время 
предполагаемой овуляции,  

ч. от начала охоты/от удаления 
пессария 

начало конец 

1 14 38 24 17/31 
2 16 50 34 25/41 
3 16 50 34 25/41 
4 16 48 32 25/41 
5 20 38 18 13/33 
6 16 44 28 19/35 
7 15 47 28 19/34 
8 16 48 32 25/41 
9 20 38 18 13/33 
10 9 31 22 16/25 
11 5 46 41 29/34 
12 20 38 18 13/33 
13 14 38 24 17/31 
14 9 38 29 21/30 
15 9 41 32 23/32 
16 20 50 30 21/41 
17 14 53 39 27/41 
18 12 37 25 17/29 
19 29 38 9 7/36 

Среднее 15,3 42,7 27,2 19,6/34,8 
 
 

Таблица 1 (а) 

Результаты опыта по получению датированных по времени эмбрионов 
Время операции по вымыванию  

эмбрионов, ч. 
Полученные клетки  

(количество, качество и стадия развития) 
от удаления песса-

рия 
от начала охо-

ты 
от конца 

охоты 
ооциты 

на стадии  
2 пронуклеусов 

иные 

63 59 25 2 3 4 
73 58 24 1 2 1 
74 58 24 2 3 2 
72 56 24 2 3 3 
62 42 24 1 4 1 
68 52 24 2 2 3 
66 51 23 1 3 4 
72 56 24 1 3 1 
62 42 24 0 3 3 
57 48 27 3 0 0 
62 57 16 2 3 3 
62 42 24 1 4 1 
63 59 25 2 2 3 
64 55 26 1 3 2 
67 58 26 2 3 1 
69 52 19 1 4 1 
71 56 20 1 3 2 

57,5 45,5 20,5 3 3 0 
62 33 24 4 0 0 

65,6 51,6 23,3 32/1,68 50/2,63 35/1,8 
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Таким образом, в результате проведённых исследований получены новые науч-

ные знания об эффективности схемы гормональной индукции полиовуляции у овец; по-

лучены данные по времени хирургического извлечения гамет на стадии 2 пронукле-

усов, пригодных для микроинъекций. Полученные результаты не позволяют выявить и 

обосновать чёткие критерии времени оперативного вмешательства для получения 

оплодотворённых яйцеклеток на стадии 2 пронуклеусов. В то же время результаты экс-

перимента дают основание утверждать, что нами впервые выявлены определённые 

приоритетные параметры, такие как начало и продолжительность эструса, наиболее 

тесно ассоциированные с оптимальным временем оперативного вмешательства и полу-

чения гамет на этой требуемой стадии. Это утверждение основано на расчётах, пока-

завших, что продолжительность эстральной стадии полового цикла у овец-доноров 

прямо коррелировала с промежутком времени от её начала до лапаротомии и извлече-

ния гамет.  

Заключение. По результатам опыта и на основе анализа экспериментальных ма-

териалов можно сделать следующие обоснованные выводы. 

1. При проведении биотехнологических работ по индукции полиовуляции с целью 

получения оплодотворённых яйцеклеток на стадии 2 пронуклеусов в качестве основно-

го критерия должно быть определено время оплодотворения ооцитов in vivo. Однако на 

практике это является сложной задачей с учётом индивидуальных особенностей каждо-

го животного, поэтому необходим большой массив данных, который позволит повы-

сить объективность выводов.  

2. Стадия 2 пронуклеусов у оплодотворённых ооцитов, необходимая для проведе-

ния микроинъекции генной конструкции, имеет продолжительность, по нашим данным, 

в среднем 3,6 часов, с колебаниями от 2 до 6 часов. Соответственно, время извлечения 

ооцитов должно определяться с точностью минимум 2 часа.  

3. Для того, чтобы расчётным путём определить срок оплодотворения, необходимо 

учитывать 2 физиологических процесса, происходящих при индукции множественной 

овуляции: собственно процесс полиовуляции с обеспечением максимальной синхрон-

ности и время 1-го осеменения доноров в охоте с учётом транспорта спермиев в верх-

нюю трети яйцеводов, где происходит оплодотворение, и времени, необходимого для 

их капацитации. 

Проведённые исследования являются поисковыми и требуют дальнейших экспе-

риментов на большем материале для получения устойчиво верифицируемых результатов. 
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