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Изучение роли липидов в преимплантационном развитии млекопитающих является важной фунда-
ментальной проблемой современной эмбриологии. Особенно это актуально при исследовании ран-
него развития представителей отряда хищных и некоторых других млекопитающих, ооциты и ран-
ние эмбрионы которых содержат много внутриклеточных липидов. Одним из перспективных под-
ходов к повышению криоустойчивости богатых липидами эмбрионов является модификация их
липидома in vitro. Целью данной работы было изучение влияния линолевой кислоты (ЛК) на разви-
тие эмбрионов домашней кошки in vitro и оценка того, как изменение состава и общего содержания
внутриклеточных липидов влияет на эффективность их криоконсервации. Эмбрионы, полученные
in vitro в результате экстракорпорального оплодотворения, культивировали с 400 мкМ ЛК в течение
66 ч, после чего случайным образом распределяли по трем группам: 1) для оценки общего количе-
ства липидов и стадии развития; 2) для исследования степени ненасыщенности и температуры на-
чала фазового перехода липидов (Т*); 3) для криоконсервации при помощи программного замора-
живания. Воздействие ЛК при культивировании in vitro без криоконсервации не влияло на скорость
развития эмбрионов. Окрашивание нильским красным не выявило изменений по количеству липи-
дов в клетках после воздействия ЛК. Однако спектроскопия комбинационного рассеяния света по-
казала, что степень ненасыщенности липидов была выше в эмбрионах после культивирования in vitro с
ЛК. Воздействие ЛК приводило к снижению Т*, при этом наблюдали большее число ядер в бласто-
цистах в группе ЛК после криоконсервации по сравнению с контролем, что свидетельствует о более
высоком темпе развития таких эмбрионов с модифицированным липидным составом. Таким обра-
зом, воздействие ЛК при культивировании in vitro приводило к увеличению степени ненасыщенно-
сти липидов и снижению Т* эмбрионов домашней кошки, что отразилось на их развитии после
криоконсервации.

Ключевые слова: домашняя кошка, преимплантационные эмбрионы, культивирование in vitro, лино-
левая кислота, криоконсервация, спектроскопия комбинационного рассеяния света
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ВВЕДЕНИЕ

Изучение роли липидов в преимплантацион-
ном развитии млекопитающих является важной
фундаментальной проблемой современной эм-
бриологии (Брусенцев и др., 2019; Idrissi et al.,
2021а). В частности, исследование влияния липид-
ных гранул в ходе созревания ооцитов и раннего
развития эмбрионов млекопитающих находится в
фокусе работ различных исследовательских групп
(Welte, Gould, 2017; Ibayashi et al., 2021; Arena et al.,
2021). Особенно актуальна эта проблема при ис-

следовании раннего развития представителей от-
ряда хищных и некоторых других млекопитающих,
ооциты и ранние эмбрионы которых содержат
повышенное содержание внутриклеточных ли-
пидов (Брусенцев и др., 2019; Amstislavsky et al.,
2019; Bradley, Swann, 2019). Важным аспектом
этой проблемы является изучение роли липидов в
криорезистентности преимплантационных заро-
дышей млекопитающих (Amstislavsky et al., 2019;
Igonina et al., 2021; Брусенцев и др., 2022). Липид-
ные гранулы (ЛГ) и цитоплазматические мембраны
клеток чувствительны к охлаждению (Sieme et al.,
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2015), а процессы, приводящие к криоповрежде-
ниям при замораживании, в частности, у богатых
липидами преимплантационных эмбрионов оста-
ются плохо изученными. Выяснение фундамен-
тальных механизмов, лежащих в основе высокой
криочувствительности богатых липидами эмбри-
онов является важной задачей (Pereira, Marques,
2008; Amstislavsky et al., 2019; Idrissi et al., 2021b).

Фазовый переход воды в процессе охлаждения
является причиной повреждения клетки из-за ме-
ханического разрушения, как цитоплазматической
мембраны, так и различных органелл (Mazur, 1990).
Мы предполагаем, что липиды, содержащиеся в
больших количествах в ЛГ клеток эмбрионов, также
претерпевают фазовый переход и могут иницииро-
вать повреждения, связанные с перераспределе-
нием и упорядочением их молекул. Фазовый пере-
ход липидов (ФПЛ) в клеточных мембранах и ЛГ
приводит к фазовому разделению, которое воз-
можно влияет на их функциональные свойства, в
частности, их пространственное распределение и
текучесть (Quinn, 1985; Mokrousova et al., 2020b).
Одной из стратегий уменьшения повреждения
клеток при криоконсервации является модифи-
кация состава ЛГ с целью смягчения эффектов
ФПЛ. Было высказано предположение, что сни-
жение температуры начала ФПЛ (T*) повышает
устойчивость репродуктивных клеток к замора-
живанию (Zeron et al., 2002). Установлено, что Т*
зависит от степени ненасыщенности липидов
(Zeron et al., 2002; Igonina et al., 2021). Поэтому
важны исследования, направленные на модифика-
цию состава внутриклеточных липидов, по измене-
нию степени их ненасыщенности и, соответствен-
но, влияния на Т*, а также на поиск корреляции
этих изменений с криочувствительностью эмбри-
онов различных видов млекопитающих.

В исследованиях на разных видах животных
было показано, что воздействие ненасыщенных
жирных кислот (ЖК) при культивировании in vitro,
в частности, линолевой кислоты (ЛК), улучшает
развитие эмбрионов и их жизнеспособность (Fayezi
et al., 2018; Karasahin, 2019). Линолевая кислота мо-
жет влиять на физические свойства биологических
мембран, увеличивая их текучесть (Schmitz, Ecker,
2008), что может частично объяснить эти положи-
тельные эффекты. Однако исследования моди-
фикации содержания липидов в ходе преимплан-
тационного эмбрионального развития до сих пор
проводили преимущественно на крупном рогатом
скоте и овцах (Amini et al., 2016; Dias et al., 2020)
или на лабораторных мышах (Igonina et al., 2021),
но не на видах отряда хищных.

Для семейства кошачьих (Felidae) характерны
богатые липидами ооциты и преимплантацион-
ные зародыши (Crichton et al., 2003; Zahmel et al.,
2021). В частности, ранние эмбрионы домашней
кошки содержат большое количество внутрикле-

точных липидов (Amstislavsky et al., 2019). Изуче-
ние процессов, которые происходят при криокон-
сервации ранних эмбрионов домашних кошек,
важно для понимания фундаментальных меха-
низмов криочувствительности, в том числе ре-
продуктивных клеток (Okotrub et al., 2018;
Mokrousova et al., 2020а), а также может повлиять
на успех применения концепции криобанка гене-
тических ресурсов по отношению к диким видам
кошачьих (Amstislavsky et al., 2012; Jewgenow,
Zahmel, 2020). Наша гипотеза состоит в том, что не
только общее количество внутриклеточных липи-
дов, но и их качественный состав, в частности, сте-
пень ненасыщенности, может влиять на крио-
устойчивость преимплантационных эмбрионов
домашней кошки, которая достигается благодаря
изменению температуры начала ФПЛ.

Цель настоящего исследования заключалась в
изучении эффектов воздействия ненасыщенной
ЛК в ходе культивирования, полученных в ре-
зультате ЭКО эмбрионов домашних кошек на их
развитие in vitro и криоустойчивость. В связи с
этим были поставлены следующие задачи: 1) оце-
нить изменение общего количества внутрикле-
точных липидов и степени их ненасыщенности в
результате воздействия на преимплантационные
эмбрионы домашней кошки ЛК при культивиро-
вании in vitro; 2) измерить температуру начала фа-
зового перехода в процессе охлаждения эмбрио-
нов домашней кошки как в контроле, так и после
воздействия ЛК; 3) определить влияние ЛК на
развитие преимплантационных зародышей ко-
шек до и после криоконсервации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные

Семенники с эпидидимисами домашних котов,
а также яичники кошек получали после плановой
орхиэктомии/овариогистерэктомии в пункте льгот-
ной стерилизации животных г. Новосибирска и
доставляли в лабораторию. Яичники немедленно
после операции помещали в среду “Collect”: 50 мл
M199 (Merck, Германия) с добавлением 20 мМ
HEPES (Biofroxx, Германия), 2.2 мМ пирувата на-
трия (Biofroxx, Германия), 2.2 мМ лактата натрия
(Fisher Chemical, Германия), 3 г/л бычьего сыво-
роточного альбумина – БСА (Merck, Германия),
50 мкг/мл гентамицина (PanReac Applichem, США),
и хранили при 4°C до 4 ч после операции. Семен-
ники с эпидидимисами помещали в стерильные
сухие пробирки и хранили при 4°С до 24 ч с мо-
мента орхиэктомии. Все эксперименты на живот-
ных были одобрены Комитетом по биоэтике Ин-
ститута цитологии и генетики (протокол № 22.2 от
30 мая 2014 г.) и соответствовали стандартам Ев-
ропейской конвенции по защите позвоночных



ОНТОГЕНЕЗ  том 53  № 5  2022

ВЛИЯНИЕ ЛИНОЛЕВОЙ КИСЛОТЫ НА КРИОКОНСЕРВАЦИЮ 347

животных, используемых для эксперименталь-
ных и других научных целей.

Получение и созревание ооцитов in vitro
Кумулюс-ооцитные комплексы (КОК-сы) вы-

деляли из фолликулов в подогретой до 38.5°С среде
“Collect”, используя стереомикроскоп S8 APO
(Leica Microsystems, Германия). Ооциты с темной
и гомогенной цитоплазмой, окруженные не-
сколькими слоями клеток кумулюса, промывали
для удаления дебриса и отбирали для созревания
in vitro. Среда для созревания: 25 мл M199 в концен-
трации 9.5 г/л с добавлением 15 мМ бикарбоната
натрия (Merck, Германия), 2.2 мМ пирувата натрия,
2.2 мМ лактата натрия, 3 г/л БСА, 50 мкг/мл гента-
мицина, 10 МЕ/мл хорионического гонадотропи-
на человека – Хорулон (Intervet international, B.V.,
Нидерланды) и 2 МЕ/мл хорионического гонадо-
тропина лошади – Фоллигон (Intervet international,
B.V., Нидерланды). Помещали КОК-сы в 4-лу-
ночный планшет (SPL, Южная Корея) с предва-
рительно выдержанной не менее двух часов в ат-
мосфере 5% СО2 средой для дозревания (500 мкл на
лунку), покрытой 400 мкл минерального масла
FertiCult (FertiPro, Бельгия), и помещали в СО2-
инкубатор New Brunswick™ Galaxy 48R (Eppen-
dorf, Германия) при 38.5°С, 5% СО2, и 90% влаж-
ности на 24 ч.

Получение сперматозоидов 
и экстракорпоральное оплодотворение

Сперматозоиды получали из эпидидимисов
девяти взрослых беспородных домашних котов,
как описано ранее (Brusentsev et al., 2018). Вкратце,
каудальные части эпидидимисов извлекали, пе-
реносили на чашку Петри и измельчали в одном мл
среды “Collect”, подогретой до 37°C. Раствор со
сперматозоидами дважды центрифугировали при
3000 об./мин в течение 5 мин в среде “Collect” и
удаляли супернатант. Осадок смешивали с мини-
мальным (5–10 мкл) количеством оставшегося
супернатанта и сверху добавляли 200 мкл среды
“Collect”. Пробирку помещали в СО2-инкубатор
на 30 мин для всплытия сперматозоидов в верх-
ний слой раствора, а затем их собирали и исполь-
зовали для экстракорпорального оплодотворения
(ЭКО). Концентрацию сперматозоидов и их по-
движность оценивали в счетной камере Маклера
(Merck, Германия). Оплодотворение проводили в
среде для культивирования: 25 мл Ham’s F-10
(Merck, Германия) в концентрации 9.8 г/л с до-
бавлением 5% фетальной телячьей сыворотки
(Fetal Calf Serum) – FCS (Thermo fisher scientific,
США) и 50 мкг/мл гентамицина. Созревшие ооци-
ты переносили в 4-луночный планшет со средой
для культивирования (по 500 мкл на лунку) пред-
варительно выдержанной в атмосфере 5% СО2 в

течение не менее двух часов. Сверху среда была
покрыта 400 мкл минерального масла FertiCult
(FertiPro, Бельгия). В чашку с 10–20 ооцитами на
лунку объемом 500 мкл добавляли 8 мкл суспен-
зии сперматозоидов с конечной концентрацией
1 × 106 подвижных сперматозоидов/мл. Гаметы
совместно инкубировали в CO2-инкубаторе New
Brunswick™ Galaxy 48R (Eppendorf, Германия) при
38.5°C, 5% CO2 и влажности 90% в течение 24 ч.
Средний процент дробления in vitro составил 38.8%,
который оценивали, как число 2-клеточных эм-
брионов, развившихся из оплодотворенных зре-
лых ооцитов через 24 ч после ЭКО.

Приготовление раствора линолевой кислоты
Раствор ЛК готовили по протоколу (Aardema

et al., 2011). Вкратце, 3.21 мл водного раствора 10 мМ
гидроксида калия (Merck, Германия) смешивали
с 19 мкл ЛК (Merck, Германия) при 70°C в течение
30 мин с получением 20 мМ раствора линолеата
калия. Затем раствор инкубировали с 3.3 мМ БСА
без жирных кислот (BSA Fatty Acid-free; Merck,
Германия) с получением 10 мМ раствора ЛК-БСА
в соотношении 3 : 1. Приготовленный раствор до-
бавляли в среду для культивирования in vitro эм-
брионов до конечной концентрации 400 мкМ.

Воздействие линолевой кислоты на эмбрионы
in vitro и дизайн эксперимента

Дизайн эксперимента представлен графиче-
ски на рис. 1. Двухклеточные эмбрионы домаш-
ней кошки, полученные в результате ЭКО, были
разделены на две группы: контрольную и группу,
которую культивировали с добавлением линоле-
вой кислоты – группа ЛК. Эмбрионы контрольной
группы культивировали в течение 66 ч в 20 мкл сре-
ды Ham’s F-10 с добавлением 5% FCS и 50 мкг/мл
гентамицина. Эмбрионы из группы ЛК культиви-
ровали в течение того же времени и в той же среде,
но с добавлением 400 мкМ ЛК, связанной с БСА.
После культивирования некоторые из преим-
плантационных зародышей анализировали при
помощи Рамановской спектроскопии для оценки
степени ненасыщенности внутриклеточных ли-
пидов. Другие зародыши фиксировали в 400 мкл
4%-го формальдегида на фосфатно-солевом бу-
ферном растворе – PBS (Росмедбио, Россия) при
рН 7.4–7.6 для дальнейшей оценки числа клеток и
уровня фрагментации ядер (после окраски DAPI
и флуоресцентной микроскопии) либо для оцен-
ки общего уровня внутриклеточных липидов (по-
сле окраски нильским красным и конфокальной
микроскопии). Остальные эмбрионы заморажи-
вали, оттаивали и культивировали in vitro в тече-
ние 30 ч, а затем оценивали стадию развития при
помощи световой микроскопии, фиксировали,
как описано выше и производили оценку числа
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клеток и уровня фрагментации ядер после окра-
шивания DAPI и флуоресцентной микроскопии.
Общее время культивирования in vitro эмбрио-
нов, подвергавшихся замораживанию, на момент
фиксации составило 96 ч.

Криоконсервация эмбрионов

Эмбрионы замораживали по протоколу Гомец
с соавт. (2003) с модификациями (Gomez et al.,
2003). Раствор криопротектора содержал 0.125 М
сахарозы (Merck, Германия), 10% пропиленгли-
коля – ПГ (Merck, Германия) на среде “Collect” с
добавлением 10% FCS. Эмбрионы обеих групп
(контрольной и группы ЛК) выдерживали в крио-
протекторной смеси, разбавленной средой “Col-
lect” в соотношении 1 : 2, а затем 2 : 1, по три ми-
нуты в каждой; после этого переносили в нераз-
бавленный раствор криопротектора (10% ПГ и
0.125 М сахарозы) на 15 мин при комнатной тем-
пературе и помещали в пластиковую соломину
объемом 0.25 мл (Cryo Bio System, Франция), за-
полненную раствором для замораживания (три
сектора, разделенные пузырьками воздуха); заро-
дыши помещали в средний сектор. Соломину с
эмбрионами помещали в программный замора-
живатель CL 8800 (CryoLogic, Австралия) при 20°С,
и охлаждали со скоростью 2°С/мин до –6°С, а за-
тем выдерживали при этой температуре 10 мин. В
течение этого 10-минутного периода вручную
инициировали нуклеацию льда, прикасаясь к со-

ломине предварительно охлажденным пинцетом
к верхнему мениску первого и второго секторов.
Затем возобновляли охлаждение со скоростью
0.3°С/мин до –30°С и выдерживали при этой тем-
пературе в течение 10 мин. После этого соломину
погружали в жидкий азот (LN2). Для оттаивания
соломину извлекали из LN2 и выдерживали на
воздухе при комнатной температуре в течение
двух минут, как было рекомендовано ранее для
данного протокола криоконсервации (Gomez et al.,
2003). Эмбрионы отмывали от криопротектора
путем переноса между каплями растворов с раз-
личной концентрацией ПГ/сахарозы на основе
среды “Collect” (0.95 М/0.25 М; 0.95 М/0.125 М;
0.45 М/0.125 М; 0 М/0.125 М; 0 М/0.0625 М) по
3 мин в каждой капле. Затем их переносили в сре-
ду для культивирования in vitro на 30 ч. После это-
го эмбрионы фиксировали и оценивали путем
окрашивания DAPI с последующей флуоресцент-
ной микроскопией, как описано ниже.

Окрашивание DAPI 
и флуоресцентная микроскопия

Фиксированные эмбрионы трижды отмывали
от формальдегида при комнатной температуре в
PBS с добавлением 1 мг/мл поливинилпирроли-
дона – ПВП (Merck, Германия) в течение 5 мин, а
затем инкубировали с 2 мг/мл DAPI для окраши-
вания ядер. После этого их снова промывали та-
ким же образом и помещали на предметные стекла.

Рис. 1. Дизайн эксперимента. Используемые сокращения: ЛК – линолевая кислота, ФПЛ – фазовый переход липи-
дов, ЭКО – экстракорпоральное оплодотворение.
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Образцы оценивали с помощью микроскопа Axio
Imager.M2 (Carl Zeiss, Германия), с фильтром,
подходящим для окрашивания DAPI, цифровой
камеры AxioCam 506 mono (Carl Zeiss, Германия)
и программы ImageJ (NIH, США).

Для каждого эмбриона подсчитывали как общее
число ядер, так и отдельно число интерфазных ядер
и число фрагментированных ядер. Индекс фраг-
ментации оценивали, как процент ядерных фраг-
ментов к общему числу ядер. По общему числу
ядер (Mokrousova et al., 2020b) преимплантацион-
ные зародыши классифицировали как остано-
вившиеся в развитии (менее 8 ядер), на стадии
дробления (9–16 ядер), морулы (17–50 ядер) и
бластоцисты (более 50 ядер).

Окрашивание нильским красным
и конфокальная микроскопия

Оценку интенсивности окрашивания внутри-
клеточных липидов контрольных и культивиро-
ванных в течение 66 ч с ЛК эмбрионов проводили
с помощью окрашивания нильским красным –
Nile Red (Merck, Германия), как описано ранее
(Romek et al., 2011). Вкратце, фиксированные эм-
брионы трижды отмывали от формальдегида в
PBS, содержащем 1 мг/мл ПВП, по 5 мин в каждой
капле при комнатной температуре и инкубировали
в растворе нильского красного с концентрацией
10 мкг/мл в течение трех часов при 37°C для до-
стижения максимальной интенсивности окраши-
вания внутриклеточных липидов, как описано
ранее (Genicot et al., 2005). Образцы помещали на
предметные стекла в PBS. Изображения получали
с помощью конфокального лазерного сканирую-
щего микроскопа 780 NLO Axio Observer Z1 (Carl
Zeiss, Германия) с использованием программно-
го обеспечения Zen 2012 (Carl Zeiss, Германия).
Эмбрионы, окрашенные нильским красным, облу-
чали газовым аргоновым лазером (максимальная
мощность 30 мВт) при 0.1% от максимальной мощ-
ности на длине волны 488 нм. Спектры получали в
диапазоне длин волн 494–687 нм с шагом 9 нм. Все
изображения были получены в режиме подсчета
фотонов – “photon counting”. Суммирование оп-
тических срезов и вычитание фоновой флуорес-
ценции выполняли с помощью программы ImageJ.
Микроскопические работы выполнены в ЦКП
“Микроскопического анализа биологических
объектов” ИЦиГ СО РАН (https://ckp.icgen.ru/ck-
pmabo).

Спектроскопия комбинационного рассеяния света

Изменение степени ненасыщенности липидов
и температуру начала ФПЛ в эмбрионах домаш-
ней кошки изучали с помощью спектроскопии
комбинационного рассеяния света.

Экспериментальная установка

Спектроскопию комбинационного рассеяния
света проводили на экспериментальной установ-
ке, состоящей из прямого микроскопа Orthoplan
(Leitz, Германия), оснащенного сканирующим
пьезопозиционером PXY-200 (Newport, США) и
монохроматора SP2500i (Princeton Instruments,
США), снабженным зарядным устройством, со-
пряженным с инструментальным детектором
Spec-10:2K/LN (Princeton Instruments, США).
Оптический криостат THMS350V (Linkam, Вели-
кобритания) использовали для проведения изме-
рений спектров при различных температурах. Ис-
точником монохроматического излучения для
возбуждения комбинационного рассеяния света
служил твердотельный лазер Excelsior (Spectra-
Physics, США) с длиной волны 532.1 нм. Лазер-
ный луч фокусировали в пятно диаметром ~1 мкм
с помощью объектива ×60 CFI Plan Fluor 60XC
(Nikon Instruments, Япония) с числовой аперту-
рой 0.85. Мощность излучения после объектива
составляла 20 мВт. Спектральное разрешение со-

ставляло 2.5 см–1. Длины волн всех измеренных
спектров калибровали с помощью неоновой газо-
разрядной лампы. Спектры комбинационного
рассеяния света измерялись в диапазоне от 800 до

3200 см–1.

Оценка степени ненасыщенности 
внутриклеточных липидов

Пять контрольных и шесть эмбрионов группы
ЛК, культивированных в течение 66 ч, исследова-
ли при помощи спектроскопии комбинационно-
го рассеяния света. Для изучения степени нена-
сыщенности липидов в эмбрионах было измере-
но 100 спектров комбинационного рассеяния от
разных случайно выбранных локальных областей
внутри эмбрионов. Для выделения спектрального
вклада липидов использовался метод главных
компонент. Поскольку наиболее интенсивный
сигнал комбинационного рассеяния исходит от
липидных гранул, мы предполагаем, что получен-
ная спектральная составляющая липидов в ос-
новном связана именно с ними. Метод выделе-
ния вклада липидов в спектры комбинационного
рассеяния света был описан нами в работе Иго-
ниной и соавторов (2021) ранее (Igonina et al.,
2021). Вкратце, чтобы извлечь вклад липидов, мы
уменьшили размерность данных до трех главных
компонент, связанных с вариацией в спектрах
трех основных типов соединений: липидов, бел-
ков и воды, которые дают наиболее интенсивный
вклад в измеряемые спектры. Затем подбирали
такую линейную комбинацию этих компонент,
чтобы результирующий спектр был свободен от

пика фенилаланина при 1004 см–1 и полосы ва-
лентных колебаний ОН воды на частотах выше
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3050 см–1. Поскольку в спектре комбинационного
рассеяния света липидов отсутствуют линии на
этих частотах, полученная комбинация главных
компонент будет отражать липидный вклад в из-
меряемые спектры. Для оценки степени ненасы-
щенности липидов использовали соотношение
интенсивностей линии валентных колебаний

связей С=С при 1657 см–1 к линии ножничных де-
формационных колебаний СН2 (δСН). Интенсив-

ность первой линии увеличивается с увеличением
концентрации двойных связей С=С, интенсивность
второй линии увеличивается с увеличением числа
метиленовых групп. Для характеристики ненасы-
щенности мы использовали спектры комбинацион-
ного рассеяния, измеренные при T = 25°C.

Измерение температуры начала фазового перехода 
липидов при охлаждении эмбрионов

Для изучения зависимости фазового состоя-
ния липидов от температуры эмбрионы помещали в
раствор EmbryoMax KSOM (Merck, Германия) с
добавлением 0.2 М сахарозы и 1.5 М ПГ. Охла-
ждение эмбрионов проводили сходным образом,
как описано выше для основного эксперимента
(см раздел “Криоконсервация эмбрионов”). Вна-
чале эмбрионы охлаждали до –7°С со скоростью
1°С/мин, затем вручную инициировали нуклеацию
льда, и образец выдерживали в течение 10-минут
при данной фиксированной температуре для пе-
рекристаллизации льда. После этого образец охла-
ждали со скоростью 0.3°С/мин. В процессе охла-
ждения делали дополнительные паузы ~20 мин для
измерения спектров комбинационного рассея-
ния. Температуру на нужном уровне поддержива-
ли при помощи криостата. Изменение фазового
состояния липидов отслеживали по соотноше-

нию интенсивностей антисимметричных (aCH) и
симметричных (sCH) валентных колебаний CH2 на

2880 и 2850 см–1 соответственно. Эта особенность
в спектрах комбинационного рассеяния отражает
изменение конформационного состояния липи-
дов, происходящее при фазовом переходе. Из-за
сложного состава внутриклеточных липидов
ФПЛ в клетках происходит не при одной кон-
кретной температуре, а в некотором температур-
ном диапазоне. Поэтому мы отслеживали Т* при
которой появляется пик aCH (Okotrub et al., 2018).
Предварительная обработка данных включала
коррекцию всплесков интенсивности в измерен-
ных спектрах и интерполяцию фона линейной
функции. Спектры анализировали и обрабатыва-
ли, как описано ранее (Okotrub et al., 2018; Igonina
et al., 2021).

Статистика

Данные проверяли на нормальное распределе-
ние с помощью критерия Шапиро–Уилка и ана-
лизировали с помощью программы STATISTICA
v 8.0 StatSoft, Inc. Данные с нормальным распре-
делением сравнивали по t-критерию Стьюдента,
в противном случае использовали U-критерий
Манна–Уитни. Процент эмбрионов на разных
стадиях развития до и после замораживания срав-
нивали с помощью критерия Хи-квадрат. Данные
по фрагментации ядер представлены в виде меди-
аны и 25–75% квартилей – Ме [Q1; Q3] и сравне-
ны по U-критерию Манна–Уитни. Число клеток
в морулах и бластоцистах до и после криоконсер-
вации, интенсивность флуоресценции липидов
(подсчет фотонов), а также степени ненасыщен-
ности липидов и Т* представлены, как среднее ±
± стандартная ошибка среднего (M ± SEM). Разли-
чия по этим параметрам между группами сравнива-
ли с помощью t-критерия Стьюдента. Различия при
p < 0.05 считали статистически достоверными (k –
число степеней свободы).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Развитие эмбрионов in vitro после воздействия 
линолевой кислоты

Добавление в культуральную среду ЛК в дозе
400 мкМ не влияло ни на развитие эмбрионов, ни
на фрагментацию их ядер (табл. 1). Достоверных
различий между группой ЛК и контролем по чис-
лу ядер через 66 ч культивирования выявлено не
было (табл. 2, рис. 2).

Анализ степени ненасыщенности 
и фазового перехода липидов

Среднее отношение интенсивностей IC=C/IδCH =

= 0.96 ± 0.03 для эмбрионов, культивируемых без

Таблица 1. Влияние добавления линолевой кислоты
при культивировании in vitro на стадию развития эм-
брионов домашней кошки и фрагментацию ядер до
криоконсервации

1 Общее число использованных самок – 47. Число повторов – 9.
Все эмбрионы были распределены между группами случайным
образом.
2 Число эмбрионов, взятых для подсчета индекса фрагмента-
ции, составило 32 и 34 для контроля и ЛК соответственно.

Параметры
Группы1

контроль ЛК

Число эмбрионов 39 43

Не развивающиеся, % 1 (2.6) 4 (9.3)

Дробящиеся, % 6 (15.4) 5 (11.6)

Морулы, % 24 (61.5) 28 (65.1)

Бластоцисты, % 8 (20.5) 6 (14.0)

Индекс фрагментации2 2.0 [0;4.2] 2.6 [0;6.1]
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ЛК, а Т* = 1.6 ± 0.8°С (рис. 3). Добавление

400 мкМ ЛК в культуральную среду вызывало до-

стоверное увеличение (k = 9; t = 3.333; p < 0.01)

степени ненасыщенности (среднее IC=C/IδCH =

= 1.08 ± 0.02), а также достоверное снижение

(k = 9; t = 3.611; p < 0.01) температуры начала фа-

зового перехода липидов до T* = –3.6 ± 1.2°С. Та-

ким образом, воздействие ЛК на эмбрион значи-

тельно повышало степень ненасыщенности ли-

пидов и существенно снижало T*.

Таблица 2. Влияние добавления линолевой кислоты при культивировании in vitro на число ядер эмбрионов кош-
ки до и после криоконсервации

* p < 0.05 по сравнению с контролем (t = 2.275). Число степеней свободы (k) – 40.
+ p < 0.05 по сравнению с контролем (t = 2.612). Число степеней свободы (k) – 40.
# p < 0.05 по сравнению с контролем (t = 2.130). Число степеней свободы (k) – 25.

Группа

Число ядер до криоконсервации, культивирование in vitro – 66 ч

морулы бластоцисты

число 

эмбрионов

общее число 

ядер

интерфазные 

ядра

число 

эмбрионов

общее число 

ядер

интерфазные 

ядра

Контроль 24 36.0 ± 2.2 31.7 ± 1.6 8 61.0 ± 2.9 58.5 ± 2.8

ЛК 28 32.3 ± 2.2 27.4 ± 1.7 6 65.8 ± 6.2 62.0 ± 5.2

Число ядер после криоконсервации и последующего (30 ч) культивирования in vitro
Общее время культивирования до и после криоконсервации – 96 ч

Контроль 21 36.8 ± 2.9 33.9 ± 2.6 11 76.8 ± 10.6 62.6 ± 5.4

ЛК 21 27.7 ± 2.7* 25.7 ± 1.7+ 16 96.0 ± 12.3 91.8 ± 10.7#

Рис. 2. Стадии развития эмбриона после культивирования in vitro в течение 66 ч без (а, б, в) и с добавлением линолевой
кислоты (г, д, е): стадии дробления (а, г), морулы (б, д), бластоцисты (в, д). Окрашивание DAPI. Белые стрелки – фраг-
ментированные ядра. Масштаб – 50 мкм.

(а) (б) (в)

(г) (д) (е)
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Оценка общего содержания
внутриклеточных липидов

Добавление в среду 400 мкМ ЛК и культивиро-

вание в течение 66 ч не влияло на общее количе-

ство липидов в эмбрионах кошек. Интенсивность

флуоресценции, измеренная по числу фотонов, в

контроле – у эмбрионов, культивированных без

добавления кислоты (18.08 × 106 ± 1.38 × 106) и в

группе ЛК (16.92 × 106 ± 0.97 × 106), не отличалась
(рис. 4).

Жизнеспособность эмбрионов 
после криоконсервации

Добавление 400 мкМ ЛК в культуральную сре-
ду не влияло на долю эмбрионов, находящихся на
разных стадиях развития после оттаивания с по-
следующим культивированием in vitro в течение
30 ч (табл. 3). В полученных таким образом морулах
было меньше общее число ядер (k = 40; t = 2.275;
p < 0.05), а также интерфазных ядер (k = 40; t = 2.612;
p < 0.05) после воздействия ЛК при культивирова-
нии in vitro по сравнению с контролем (табл. 2). В
бластоцистах ЛК группы, напротив, было обна-
ружено большее число интерфазных ядер (k = 25;
t = 2.130; p < 0.05) по сравнению с контролем
(табл. 2, рис. 5). Индекс фрагментации не отли-
чался между группами после криоконсервации
(табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ

В данном исследовании степень ненасыщен-
ности внутриклеточных липидов в полученных
путем ЭКО эмбрионах кошек возрастала после
воздействия на них ЛК in vitro. Наши данные хо-
рошо согласуются с более ранним наблюдением,
в котором сообщалось об аналогичном увеличе-
нии уровня ненасыщенности внутриклеточных
липидов у эмбрионов мышей, культивированных
с ЛК (Igonina et al., 2021).

В работах, проведенных на эмбрионах крупного
рогатого скота и эмбрионах мышей, культивируе-
мых in vitro с ЛК или конъюгированной линолевой
кислотой (КЛК), оценивали общее содержание ли-
пидов, которое либо изменялось, либо оставалось
на прежнем уровне в зависимости от используе-
мой дозы (Accorsi et al., 2016; Carvalho et al., 2019;
Dias et al., 2020; Igonina et al., 2021). В частности,
в упомянутом выше исследовании Игониной с
соавт. (2021) общее количество внутриклеточных
липидов возрастало у эмбрионов мышей после
воздействия на них ЛК при культивировании
in vitro, однако в настоящем исследовании на эм-
брионах кошек изменений общего количества
внутриклеточных липидов выявлено не было. Мы
предполагаем, что это может быть результатом
изначально высокого содержания липидов в пре-
имплантационных зародышах кошек. Кроме того,
непрозрачность эмбрионов, связанная с интен-
сивным рассеянием света на ЛГ, затрудняет объ-
емную интеграцию флуоресцентного сигнала для
эмбрионов кошек, в отличие от гораздо более
прозрачных эмбрионов мышей, которые содер-
жат меньше внутриклеточных липидов (Igonina
et al., 2021). В нашей работе метод оценки общего
содержания липидов в преимплантационных эм-

Рис. 3. Степень ненасыщенности липидов и Т* в бла-
стомерах эмбрионов домашней кошки. Степень нена-
сыщенности липидов после культивирования in vitro
эмбрионов домашней кошки c линолевой кислотой
достоверно больше (t = 3.333; p < 0.01) по сравнению
с контролем. Число степеней свободы (k) – 9. Темпе-
ратура начала фазового перехода липидов после куль-
тивирования in vitro эмбрионов домашней кошки c
линолевой кислотой достоверно ниже (t = 3.611; p <
< 0.01) по сравнению с контролем. Число степеней
свободы (k) – 9.
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Таблица 3. Влияние добавления линолевой кислоты
при культивировании in vitro на стадию развития эм-
брионов домашней кошки и фрагментацию ядер после
криоконсервации

1 Общее число использованных самок – 47. Число повторов – 9.
Все эмбрионы были распределены между группами случай-
ным образом.
2 Число эмбрионов, взятых для подсчета индекса фрагмента-
ции, составило 32 и 37 для контроля и ЛК соответственно.

Параметры
Группы1

контроль ЛК

Число эмбрионов 36 43

Не развивающиеся, % 3 (8.3) 4 (9.3)

Дробящиеся, % 1 (2.8) 2 (4.7)

Морулы, % 21 (58.3) 21 (48.8)

Бластоцисты, % 11 (30.6) 16 (37.2)

Индекс фрагментации2 6.0 [3.1;11.7] 4.5 [2.0;7.7]
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брионах путем окраски их флуорохромом ниль-

ским красным и последующей конфокальной

микроскопии был впервые применен в отношении

кошачьих. Результаты исследования свидетельству-

ют о том, что в отличие от эмбрионов мышей, в от-

ношении которых применение данного подхода

является достаточно эффективным для определе-

ния влияния ЛК на ЛГ (Igonina et al., 2021), для пре-

имплантационных зародышей кошек, которые бо-

гаты внутриклеточными липидами (Amstislavsky

et al., 2019), этот метод не позволил обнаружить из-

менения общего содержания липидов и нуждается в

существенной модификации. Мы полагаем, что

увеличение степени ненасыщенности липидов в

эмбрионах после воздействия ЛК, наблюдаемое в

настоящем исследовании на кошках и предыду-

щей работе на мышах (Igonina et al., 2021), важно

само по себе и эти изменения могут являться при-
чиной изменения криобиологических характери-
стик эмбрионов, имевшего место в обоих случаях.

В принципе, добавление жирных кислот при
культивировании преимплантационных эмбрио-
нов не обязательно должно приводить к сдвигу
температуры начала фазового перехода, но также
может сопровождаться разделением липидов на
фракции с высокой и низкой температурой плавле-
ния, кроме того, после оттаивания часть насыщен-
ных липидов может оставаться в упорядоченной
фазе, что возможно оказывает негативный эф-
фект на жизнеспособность клетки (Okotrub et al.,
2021). Мы предполагаем, что добавления ЛК мо-
жет быть достаточным для снижения Т* за счет
увеличения степени ненасыщенности внутрикле-
точных липидов, как это наблюдалось в нашем

Рис. 4. Интенсивность флуоресценции нильского красного после 66 часов культивирования in vitro эмбрионов без и с
линолевой кислотой. (а) Средняя интенсивность M ± SEM; (б, в) репрезентативные оптические срезы КЛСМ эмбри-
онов кошек, окрашенных нильским красным. (б) Без ЛК; (в) с ЛК. Цвет соответствует длинам доминирующих волн.
Масштаб – 50 мкм.
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эксперименте. В нашей предыдущей работе (Igon-
ina et al., 2021) мышиные эмбрионы, после воздей-
ствия ЛК, имели почти двукратное увеличение
степени ненасыщенности. Для кошачьих эмбрио-
нов из-за их высокого содержания жиров и в целом
высокой степени их ненасыщенности мы наблюда-
ем только ~10% увеличение удельного числа двой-
ных связей в липидах. Однако эффект снижения
Т* оказался сопоставимым: –8 (±2)°С для мышей
и –5 (±2)°С для эмбрионов кошек.

Наши результаты показывают, что в результате
воздействия ЛК в ходе культивирования in vitro
наблюдается большее число клеток в развиваю-
щихся бластоцистах кошек после процедур замо-
раживания-оттаивания, что может свидетель-
ствовать о переходе морул на более продвинутую
стадию развития именно в группе ЛК. Подобные
положительные эффекты ЛК или КЛК на развитие
эмбрионов после криоконсервации были проде-
монстрированы на крупном рогатом скоте (Pereira
et al., 2007; Accorsi et al., 2016). В частности, крио-
консервированные эмбрионы крупного рогатого
скота, после воздействия ЛК, восстанавливались
быстрее, чем контрольные (Pereira et al., 2007), хотя,
как показали позднее, этот эффект был времен-
ным (Accorsi et al., 2016). Точно так же эмбрионы
крупного рогатого скота, после добавления 100 мкМ
КЛК в культуральную среду, демонстрировали
более высокую скорость реэкспандирования бла-
стоцист после криоконсервации по сравнению с
контролем, однако этот эффект нивелировался с
увеличением времени воздействия (Dias et al., 2020).

На основе анализа литературы, нами ранее бы-
ла выдвинута гипотеза о том, что не только общее
количество внутриклеточных липидов, но и сте-
пень их ненасыщенности может влиять на крио-

биологические характеристики ооцитов и эмбрио-
нов млекопитающих (Amstislavsky et al., 2019). Мы
предположили, что наличие более насыщенных
жиров в клетках повышает температуру начала
фазового перехода липидов, и, соответственно,
криоконсервация, с большей вероятностью, при-
водит к разрушению замораживаемого образца. С
другой стороны, чем более ненасыщены внутри-
клеточные липиды, тем ниже температура начала
фазового перехода липидов, и соответственно,
возрастает толерантность к низким температурам
у клеток. Результаты недавнего исследования на
мышах подтвердили нашу гипотезу в том, что при
культивировании эмбрионов in vitro с ЛК степень
ненасыщенности внутриклеточных липидов воз-
растает и это сопровождается снижением темпера-
туры начала ФПЛ, однако, при этом, не было от-
мечено каких-либо признаков изменения крио-
резистентности эмбрионов (Igonina et al., 2021).
Следует отметить, что эмбрионы мышей содер-
жат мало липидов и эти внутриклеточные липиды
не играют столь значимой роли в преимпланта-
ционном развитии мышей, какую они имеют у
видов млекопитающих, ооциты и эмбрионы кото-
рых богаты внутриклеточными жирами (Bradley,
Swann, 2019). Таким образом, гипотезу необходимо
было проверить на другом виде животных, ооциты
и эмбрионы которых богаты внутриклеточными
липидами, к таким, в частности, относится до-
машняя кошка. Результаты настоящего исследо-
вания подтверждают нашу гипотезу, поскольку
воздействие ненасыщенной ЛК при культивиро-
вании in vitro эмбрионов домашней кошки приве-
ло к повышению степени ненасыщенности внут-
риклеточных липидов и снижению температуры
начала ФПЛ. При этом имело место возрастание
числа клеток в бластоцистах, полученных после

Рис. 5. Развитие бластоцист после криоконсервации и культивирования in vitro в течение 30 ч: контроль (а) и с добав-
лением ЛК (б). Белые стрелки – фрагментированные ядра. Масштаб – 50 мкм.

(а) (б)
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культивирования тех замороженно-оттаянных
эмбрионов, которые подвергались воздействию ЛК
до криоконсервации. Это свидетельствует о том,
что возрастание степени ненасыщенности внутри-
клеточных липидов может отражаться на устойчи-
вости к криоконсервации эмбрионов домашней
кошки посредством влияния на температуру на-
чала ФПЛ.

Исторически считали, что липидные гранулы
в клетках животных являются исключительно
хранилищем нейтральных липидов, но в послед-
ние два десятилетия их роль существенно пере-
смотрена и им посвящено большое число иссле-
дований различных групп (Welte, Gould, 2017;
Herker et al., 2021; Ibayashi et al., 2021). Наряду с
функцией сохранения энергетического субстра-
та, показана роль ЛГ во внутриклеточном метабо-
лизме липидов (Athenstaedt, Daum, 2006), в част-
ности, в их биосинтезе (Kuerschner et al., 2008),
они способны удерживать некоторые токсичные
липофильные молекулы, обеспечивая детоксика-
цию клетки (Welte, Gould, 2017), принимать уча-
стие в экспрессии генов, запасании белка, борьбе
с некоторыми вирусными инфекциями и поддер-
жании гомеостаза (Herker et al., 2021; Ibayashi et al.,
2021). Развитие микроскопических и спектроско-
пических методов способствовало этим исследова-
ниям и возрастающему интересу фундаментальной
науки к внутриклеточным ЛГ, в том числе и в ходе
созревания ооцитов и развития преимплантаци-
онных эмбрионов различных видов млекопитаю-
щих (Брусенцев и др., 2019; Ibayashi et al., 2021;
Arena et al., 2021). В результате нашей работы по-
казана принципиальная возможность влиять на
криобиологические характеристики полученных
in vitro эмбрионов кошек путем изменения степе-
ни ненасыщенности внутриклеточных липидов в
результате их культивирования in vitro с ненасы-
щенной жирной кислотой. Этот результат важен как
для эмбриологии, так и фундаментальной крио-
биологии. Кроме того, этот результат, получен-
ный на эмбрионах домашних кошек может иметь
значение и для сохранения исчезающих предста-
вителей кошачьих, поскольку многие представи-
тели этого семейства находятся под угрозой
(Найденко, 2019), а репродуктивные технологии,
такие как ЭКО и криоконсервация гамет и эм-
брионов являются важными современными ин-
струментами сохранения генетических ресурсов
диких видов кошачьих (Амстиславский и др.,
2021).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Наши результаты подтверждают гипотезу о
том, что качественный состав внутриклеточных
липидов, в частности, повышение степени их нена-
сыщенности благодаря воздействию ЛК в процессе
культивирования in vitro, влияет на криобиологиче-

ские характеристики преимплантационных эмбри-
онов домашней кошки, вызывая, в частности, по-
нижение температуры начала ФПЛ. Воздействие
ЛК при культивировании in vitro эмбрионов ко-
шек увеличивало степень ненасыщенности внут-
риклеточных липидов примерно на 10%, но не
влияло на общее их количество. Эти изменения
привели к снижению температуры начала ФПЛ
на 5°С и более высоким темпам последующего
развития in vitro эмбрионов после оттаивания.
Таким образом, снижение температуры начала
ФПЛ эмбрионов домашних кошек, после воздей-
ствия на них ЛК в ходе культивирования in vitro,
может приводить к увеличению их криоустойчи-
вости.
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Effects of Linoleic Acid on Cryopreservation of IVF-Obtained Domestic Cat Embryos
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The role of lipids in mammalian preimplantation development is a fundamental problem of the modern em-
bryology. This is especially topical for early development in Carnivora and some other mammals, the species
which oocytes and early embryos are lipid-rich. One of the promising approaches to improve cryotolerance
in lipid-rich embryos is to modify their lipidome in vitro. This work aimed to study the effects of linoleic acid
(LA) on the domestic cat embryos in vitro development and to evaluate how the change in lipid content affects
the cryopreservation results. In-vitro-derived embryos were cultured with 400 μM LA for 66 h and randomly
distributed between three groups: 1) for the evaluation the lipid amount in embryos and the stage of develop-
ment; 2) for the estimation of the unsaturation degree in the intracellular lipids and the starting temperature
of the lipid phase transition (Т*); 3) for the cryopreservation by program freezing. The rate of in vitro devel-
opment was not affected in the LA-exposed non cryopreseved embryos. Nile red staining did not reveal
changes in the lipid amount in the LA-treated embryos. However, Raman measurements showed that lipid
unsaturation degree was higher in embryos after in vitro culture with LA. In the LA-treated embryos, T* was
lower, and the rate of blastocyst development was higher after cryopreservation as compared with controls.
Thus, the exposure to LA in vitro led to the increase of lipid unsaturation degree and decrease of the T* in cat
embryos, which affected their development after cryopreservation.

Keywords: domestic cat, preimplantation embryo, in vitro culture, linoleic acid, cryopreservation, Raman
spectroscopy
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