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В момент эякуляции сперматозоиды млекопитающих не обладают способностью 

пенетрировать созревшие ооциты, а in vitro они приобретают оплодотворяющую способность в 

процессе капацитации, для активации которой в икубационную среду вводят различные 

биологически активные добавки. Недостатки этого метода заключаются в трудности подбора этих 

добавок для моделирования естественных условий капацитации в матке или яйцеводе. 

Альтернативный подход состоит в создании системы капацитации, в которой вместо 

биологических добавок используются определённые химически чистые соединения. Цель 

проведенного исследования – разработка химически “определенной” системы получения 

созревших in vitro ооцитов и криоконсервированных сперматозоидов. В безбелковую среду 

оплодотворения Тироде в качестве капацитирующего агента  вводили  дбцАМФ в концентрации 

100 мкМ (вместо гепарина в концентрации 10 мкг/мл); при этом среда оплодотворения не 

содержала глюкозы, или других добавок, активирующих  сперматозоиды. Критерием нормального 

оплодотворения считали развитие эмбрионов до 4-8-клеточной стадии. Полученные результаты 

показывают, что сперматозоиды, капацитированные в инкубационной среде в присутствии 

дбцАМФ, могут с высокой эффективностью оплодотворять in vitro ооциты крупного рогатого 

скота, созревшие вне организма в безбелковой среде. Это позволяет создать полностью химически 

“определённую” систему получения эмбрионов данного вида in vitro  без добавок, активирующих 

сперматозоиды, что особенно важно для исследовательских целей по повышению эффективности 

получения in vitro эмбрионов крупного рогатого скота.  
 

Ключевые слова: крупный рогатый скот, капацитация сперматозоидов, дбц АМФ, 

оплодотворение in vitro, культуральная среда 
 

Проблемы биологии продуктивных животных, 2023, 1: 37-43 
 

 

Введение 
 

В момент эякуляции сперматозоиды млекопитающих не обладают способностью 

пенетрировать созревшие ооциты и поэтому они должны приобрести оплодотворяющую 

способность, которая возникает в матке или яйцеводе в течение нескольких часов (Austin, 1952; 

Chang, 1951). Этот феномен был назвал капацитацией (Austin, 1952).  Капацитация включает в 

себя различные физиологические изменения в сперматозоидах, начинающиеся с удаления 

поверхностных компонентах или их изменения (Brackett, Oliphant, 1975). В конечном итоге это 

приводит к гиперактивации и после соответствующих стимулов – к акросомальному экзоцитозу 

(Yanagimachi, 1994). 

В зависимости от вида животного капацитация in vivo происходит в матке или яйцеводе 

(Yanagimachi, 1994). У некоторых видов капацитация может спонтанно происходить при 

инкубации in vitro. Известно, что капацитация может модулироваться белками, присутствующими 

в жидкостях фолликулов и половых путей (McNutt et al., 1992). Обнаружено также, что 



38 
 

яйцеводная и фолликулярная жидкости могут стимулировать капацитацию спермы крупного 

рогатого скота in  vitro (Parrish et al., 1989b; McNutt, Killian, 1991). Гликозоаминогликаны, такие 

как гепарин (или гепарин сульфат) и гиалуроновая кислота (Lee, Ax, 1984), присутствующие в 

фолликулярной или яйцеводной жидкостях, играют важную роль в капацитации сперматозоидов 

крупного рогатого скота in vivo.  

Антикоагулянт гепарин (сульфатированный гликозоаминогликан) стимулирует 

капацитацию посредством связывания и удаления белков семенной плазмы, связанных с 

мембранами сперматозоидов (Oscarsson et al., 1989; Miller et al., 1990). Установление этих данных 

привело к тому, что использование гепарина для капацитации сперматозоидов крупного рогатого 

скота сделало более воспроизводимой методику получения эмбрионов данного вида in vitro 

(Parrish et al., 1988).  

Опубликованы данные о том, что дбцАМФ (аналог цАМФ), как компонент 

“определенной” среды, проникающий в клетку за счёт повышенной растворимости в липидах, 

может играть позитивную роль в оплодотворении и укорочении времени, требуемого для 

капацитации сперматозоидов крыс (Toyoda, Chang, 1974) и кроликов (Rosado et al., 1974). Процент 

оплодотворения яйцеклеток кролика повышался после обработки эякулята семени кролика 

дбцАМФ (Brackett et al., 1975). 

Было показано, что обработка эпидидимальных мышиных сперматозоидов 1 мМ дбцАМФ 

препятствует оплодотворению яйцеклеток мышей, но в концентрации 0.1 мМ это значительно 

ускоряет капацитацию, результатом чего явилось раннее и синхронное оплодотворение 

яйцеклеток, по сравнению с контролем (Fraser, 1981). При использовании дбцАМФ в 

концентрации 1 и 10 мкМ эффективность оплодотворения ооцитов беличьих обезьянок 

повышалась на 50% (Chan et al., 1982). Обработка 8-бромо цАМФ (другой аналог цАМФ) 

стимулировала in vitro акросомную реакцию сперматозоидов человека (DeJonge et al., 1991): 

oбработка одним дбцАМФ или в сочетании с кофеином повышала процент акросомно-

прореагировавших спрематозоидов обезьян-макак, по сравнению с контролем или с обработкой 

одним кофеином (Vanderoort et al., 1994). Позднее было показано, что в содержащей глюкозу 

безбелковой среде дбцАМФ может инициировать капацитацию криконсервированных 

сперматозоидов крупного рогатого скота in vitro в отсутствие гепарина и в присутствии 

дополнительных активирующих реагентов (Dinkins, Brackett, 2000), однако, способность к 

оплодотворению сперматозоидов, капацитированных с дбцАМФ, и последующее развитие 

эмбрионов в этой работе не исследовались. 

Полученные результаты позволили слелать заключение, что цАМФ является одним из 

ключевых факторов капацитации спрематозоидов (Harrison, 2003). Это заключение нашло 

подтверждение в последующих работах, проведенных на сперматозоидах крупного рогатого скота. 

Так, выброс цАМФ был критическим событием при капацитации сперматозоидов быка in vitro 

(Osycka-Salut et al., 2014). Недавно были опубликованы данные, согласно которым цАМФ, в 

отличие от его аналогов, не способен проникать в клетки, тем не менее в концентрации 10 нМ он 

эффективно капацитирует сперматозоиды крупного рогатого скота, придавая им способность 

оплодотворять ооциты (Alonso et al., 2017). Однако, капацитацию и оплодотворение авторы 

проводили в средах, содержащих бычий сывороточный альбумин (БСА), а критерием 

оплодотворения служило только наличие в яйцеклетках двух пронуклеусов после инкубации со 

сперматозоидами. 

Таким образом, установлено, что в процесс капацитации вовлечены многочисленные 

физиологические события, включая дестабилизацию плазматической мембраны, изменения 

внутриклеточной концентрации ионов и потенциала мембраны, фосфорилирование белков, 

однако, молекулярные механизмы этого феномена остаются окончательно не выясненными 

(Vadnais et al., 2007; Gangavar, Atreja, 2015;  Stival et al., 2016). 

Вместе с тем, до настоящего времени основным капацитирующим агентом, используемым 

для оплодотворения ооцитов крупного рогатого скота in vitro, является гепарин (Parrish, 2014). 

Ранее была показана возможность оплодотворения яйцеклеток крупного рогатого скота в 
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безбелковой среде, в которой в качестве капацитирующего агента также использовали гепарин 

(Сметанина и др., 2006). 

Данное исследование направлено на разработку полностью “определённой” системы 

получения эмбрионов крупного рогатого скота вне организма из созревших in vitro ооцитов и 

криоконсервированных сперматозоидов. С этой целью вместо гепарина -- сульфатированного 

гликозоаминогликана биологического происхождения, обычно применяемого для капацитации 

сперматозоидов крупного рогатого скота in vitro, в безбелковую среду оплодотворения Тироде, не 

содержащую глюкозы и каких-либо биологически активных добавок, в качестве капацитирующего 

агента вводили дбцАМФ.  
 

Цель исследования – изучить оплодотворяющую способность сперматозоидов, 

капацитированных по этому протоколу, и способность полученных в результате оплодотворения 

эмбрионов к последующему развитию. 

 

Материал и методы 
 

Для оценки эффективности способа капацитации сперматозоидов крупного рогатого скота 

с применением дбцАМФ было проведено две серии экспериментов (по три опыта в каждом) с 

использованием семени двух быков, так как известно, что чувствительность к капацитирующим 

агентам у разных быков-производителей может существенно различаться. 

Яичники крупного рогатого скота получали на мясокомбинате и транспортировали в 

лабораторию в течение 2-3 ч при температуре 30
О
С в фосфатно-солевой среде Дюльбекко 

(ПанЭко, Россия). Ооциты выделяли из антральных фолликулов диаметром 2-6 мм методом 

рассечения. Для созревания ооцитов использовали среду 199 HEPES (Sigma) с добавлением 5 

мкг/мл фолликулостимулирующего гормона (Folltropin, Vetrepharm), 0.3 ед/мл хорионического 

гонадотропина человека (Ovogest, Intervet), 0.2 мM пирувата натрия (Sigma), 2 мM глутамина 

(Sigma).  

Для того, чтобы исключить возможное влияние неопределённых белковых компонентов, в 

среду созревания не добавляли сыворотку или сывороточный альбумин, как и ранее в наших 

работах (Сметанина и др., 2000, 2006, 2014, 2017). Ооциты созревали в течение 24 ч в атмосфере 

5% СО2 в воздухе при температуре 38.5
0
С. Для последующего этапа оплодотворения яйцеклеток in 

vitro было использовано три безбелковых среды, в которых БСА был заменен на 0.1 мг/мл ПВА 

(поливинилалкоголь). Остальные составляющие сред также являлись полностью химически 

“определёнными”, т.е. не содержали компонентов биологического происхождения.  

Среда 1 Тироде использовалась для подготовки спермы (СГ-1, Parrish et al., 1985; Parrish et 

al., 1988), среда Тироде с буфером Hepes для отмывания ооцитов (T-H, Bavister et al., 1983; Parrish 

et al., 1988), среда Тироде оплодотворения для совместного инкубирования яйцеклеток и 

сперматозоидов (T-O, Bavister et al., 1977; Bavister et al., 1983; Parrish et al., 1988). Созревшие in 

vitro ооциты отмывали в среде T-H и помещали для совместного инкубирования со 

сперматозоидами в 500 мкл T-O, дополненную 10 мкг/мл гепарина, либо 100 мкМ дбцАМФ.  

В работе использовали сперму быков Помпей и Вал. Сперму готовили методом swim up 

(метод всплывания), используя среду CГ-1 с добавлением пирувата натрия до концентрации 1 мМ. 

Совместную инкубацию яйцеклеток и сперматозоидов осуществляли в течение 18 ч в атмосфере 

5% СО2 в воздухе при температуре 38.5
0
С.  

 

Для оценки способности зигот к дальнейшему развитию, оплодотворённые ооциты трижды 

отмывали в среде T-H, а затем помещали для культивирования в микрокапли синтетической 

жидкости яйцевода (СЖЯ, Tervit et al., 1972) без глюкозы, содержащей 1 мМ глутамина, 0.33 мМ 

пирувата натрия и 3 г/л БСА. Культивирование осуществляли в течение 68 ч в атмосфере 

трёхкомпонентной газовой смеси (5% СО2, 5% О2 и 90% N2). В качестве критерия нормального 

оплодотворения и развития было принято  развитие эмбрионов до 4-8 клеточной стадии через 68 ч 

после начала совместной инкубации ооцитов и сперматозоидов.  
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Результаты и обсуждение 
 

Результаты первой серии экспериментов представлены в табл. 1. Показано, что дбцАМФ 

(опытная группа) капацитирует сперматозоиды крупного рогатого скота так же эффективно, как и 

гепарин (контрольная группа).  

Существенных различий между группами по проценту эмбрионов, вступивших в 

дробление и достигших 4-8-клеточной стадии, не наблюдали, однако, следует отметить, что 

эмбрионы опытной группы развивались быстрее и выглядели морфологически лучше. Через 68 ч 

после начала оплодотворения более половины эмбрионов опытной группы, находящихся на 

стадии 4-8-клеток, достигли 8-клеточной стадии, в то время как в контроле практически все 

эмбрионы находились на стадии 4-6 клеток 

Вторая серия экспериментов показала (табл. 2), что сперма быка Вал более чувствительна 

к капацитирующим свойствам дбцАМФ, чем сперма быка Помпей. В опытной группе процент 

эмбрионов, начавших дробление и достигших стадии 4-8-клеток, был существенно выше, по 

сравнению с контролем, однако, по скорости развития такой разницы, как в первой серии 

экспериментов, не наблюдали, что говорит об индивидуальных особенностях каждого быка 

производителя. 
 

Таблица 1. Оплодотворение  in vitro ооцитов крупного рогатого скота после обработки 

сперматозоидов (бык Помпей) гепарином или дбцАМФ 

Капацитирующий агент 

Число 

ооцитов, 

n 

Число 

дробящихся 

эмбрионов (от 2-х 

клеток), n (%) 

Число эмбрионов на 

стадии 4-8 клеток 

(68 ч от начала IVF), 

n (%) 

Число эмбрионов на 

стадии 8 клеток  (68 

ч от начала IVF), n 

(%) 

Гепарин (контроль), 10 

мкг/мл 
٭(1,3)1 (20,5) 16 (53,8) 42 78

 

дбцАМФ, 100 мкМ 

(опыт) 
٭(11,5) 10 (21,8) 19 (63,2) 55 87

 

 

Примечание: здесь и в табл. 2: *P<0.01 по  t - критерию при сравнении с контролем; в скобках 

приведены данные по трём опытам. 

 

Таблица 2.  Оплодотворение  in vitro ооцитов крупного рогатого скота после обработки 

сперматозоидов (бык Вал) гепарином или дбцАМФ 

Капацитирующий 

агент 

Число 

ооцитов, n 

Число дробящихся 

эмбрионов (от 2-х 

клеток), n (%) 

Число эмбрионов на 

стадии 4-8 клеток 

(68 ч после начала 

IVF), n (%) 

Число эмбрионов на 

стадии 8 клеток (68 

ч после начала IVF), 

n (%) 

Гепарин (контроль), 

10 мкг/мл 
62 32 (51,6)

٭
 13 (20,1)

٭
 2 (3,2) 

дбцАМФ, 100 мкМ 

(опыт) 
87 60 (69,0)

٭
 31 (35,6)

٭
 7 (8,0) 

  

В настоящее время основным препаратом, используемым для капацитации 

криоконсервированных сперматозоидов крупного рогатого скота in vitro, является гепарин 

(Parrish, 2014), который получают из слизистой кишечника свиней. Различные препараты гепарина 

различаются по химическому составу, что влияет на воспроизводимость результатов. При замене 

гепарина в процессе приготовления спермы на другой химически “определенный” 

капацитирующий агент можно использовать полностью “определённую” среду для получения 

эмбрионов крупного рогатого скота. 
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С другой стороны, исследования такого рода приближают к пониманию механизмов 

феномена капацитации сперматозоидов у разных видов млекопитающих. 

Известно, что проникающий в клетки дбцАМФ индуцирует капацитацию 

криконсервированных сперматозоидов крупного рогатого скота в безбелковой среде, содержащей 

глюкозу, без участия гепарина, но способность к оплодотворению капацитированных таким 

образом сперматозоидов остаётся мало изученной (Dinkins, Brackett, 2000). Элементом новизны 

является то, что в проведенном исследовании выявлены индивидуальные различия между 

сперматозоидами от разных быков к воздействию капацитирующих агентов. Аналогичное явление 

ранее также наблюдалось в наших экспериментах. 

Ранее было установлено, что при воздействии цАМФ индуцируется капацитация 

сперматозоидов и обеспечивается оплодотворение in vitro в средах, содержащих белок. При этом 

оплодотворение оценивалось только по формированию пронуклеусов, а способность 

оплодотворённых яйцеклеток к дроблению и последующее развитие эмбрионов изучено не было 

(Alonso et al., 2017). 

В данном исследовании впервые показана возможность оплодотворения ооцитов и 

последующего развития полученных эмбрионов крупного рогатого скота in vitro при 

использовании в качестве капацитирующего агента дбцАМФ в концентрации 100 мкM без каких-

либо активирующих сперматозоиды добавок биологического происхождения. При этом 

наблюдалось даже некоторое повышение процента оплодотворённых ооцитов и развивающихся 

эмбрионов, а также повышение скорости развития эмбрионов, по сравнению с общепринятым 

методом капацитации с использованием гепарина. Это может быть связано с повышением 

процентной доли капацитированных сперматозоидов или с уменьшением временного интервала, 

необходимого для процесса капацитации. 

 

Заключение 
 

Полученный экспериментальный материал свидетельствует о возможности использования 

химически чистого соединения дбцАМФ в качестве единственного дополнительного агента в 

процессе капацитации сперматозоидов крупного рогатого скота in vitro в химически 

“определённoй” безбелковoй средe, не содержащeй глюкозы. Эти данные подтверждают 

ключевую роль цАМФ в капацитации сперматозоидов крупного рогатого скота, а также 

позволяют создать полностью “определённую” культуральную систему для получения эмбрионов 

данного вида вне организма, исключив из неё все биологически активные добавки, что особенно 

важно для исследовательских целей по повышению эффективности получения in vitro эмбрионов 

крупного рогатого скота.  
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ABSTRACT. At the moment of ejaculation, mammalian spermatozoa do not have the ability to 

penetrate mature oocytes, and in vitro they acquire fertilizing ability in the process of capacitation, to 

activate which various biologically active additives are introduced into the incubation medium. The 

disadvantages of this method are the difficulty in selecting these additives to simulate the natural 

conditions of capacitation in the uterus or oviduct. An alternative approach is to create a capacitation 

system that uses certain chemically pure compounds instead of biological additives. The aim of the study 

was to develop a chemically defined system for obtaining in vitro matured oocytes and cryopreserved 

spermatozoa. As a capacitating agent, dbcAMP was introduced into a protein-free Tyrode fertilization 

medium at a concentration of 100 μm (instead of heparin at a concentration 10 μg/ml); while the 

fertilization medium did not contain glucose, as well as any additives that activate spermatozoa. The 

development of embryos up to the 4-8-cell stage was considered as the criterion for normal fertilization. 

The results obtained show that spermatozoa capacitated in an incubation medium in the presence of 

dbcAMP can fertilize in vitro bovine oocytes matured outside the body in a protein-free medium with 

high efficiency. This makes it possible to create a completely chemically “defined” system for obtaining 

embryos of this species in vitro without additives t activating spermatozoa, which is especially important 

for research purposes to increase the efficiency of obtaining bovine embryos in vitro. 
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