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Изучение роли липидов в преимплантационном развитии млекопитающих является важной зада-
чей современной эмбриологии. Цель настоящего исследования – с использованием метода конфо-
кальной лазерной сканирующей микроскопии охарактеризовать динамику содержания внутрикле-
точных липидов преимплантационных эмбрионов мыши при развитии in vivo и in vitro. Развитие
преимплантационных эмбрионов сопровождалось снижением общего уровня липидов на стадии
бластоцисты в группе in vivo и на стадии морулы в группе in vitro. Кроме того, при культивировании
эмбрионов in vitro общее содержание липидов в морулах и бластоцистах было ниже, чем у эмбрио-
нов тех же стадий, развивавшихся in vivo. Таким образом, липидный метаболизм в ходе преимплан-
тационного периода зависит от условий развития (in vivo или in vitro). На стадии образования бла-
стоцисты количество внутриклеточных липидов существенно снижается.
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ВВЕДЕНИЕ
Изучение роли внутриклеточных липидов в

созревании ооцитов и в раннем преимплантаци-
онном развитии млекопитающих является важ-
ной фундаментальной проблемой современной
эмбриологии (Arena et al., 2021; Igonina et al., 2021;
Lawson et al., 2022). Липиды входят в состав внут-
риклеточных мембран и являются основным
компонентом липидных гранул (ЛГ) (Ibayashi et al.,
2021). Эти клеточные включения играют важную
роль в хранении энергетического субстрата и под-
держании целостности мембран клеток животных,
а также влияют на клеточное ядро, участвуют в
транспортировке жирных кислот (ЖК), экспрес-
сии генов и защите от патогенов (Welte, 2015).
Изучают влияние внутриклеточных липидов и на
эффективность криоконсервации преимпланта-
ционных эмбрионов, в частности, эмбрионов
мыши (Igonina et al., 2021).

На свинье была подробно изучена динамика
изменения внутриклеточного содержания липи-
дов в ходе созревания ооцитов и преимплантаци-

онного развития эмбрионов. В том числе было
проведено сравнение уровня липидов в бластоци-
стах свиньи, развивавшихся in vivo и in vitro
(Romek et al., 2011). Ооциты и преимплантацион-
ные эмбрионы свиньи чрезвычайно богаты липи-
дами (Genicot et al., 2005; Romek et al., 2011). При
этом их роль в ходе раннего развития свиньи до-
статочно хорошо изучена (Bradley, Swann, 2019).
Мышь относится к видам c низким содержанием
липидов в ооцитах и клетках преимплантацион-
ных эмбрионов (Genicot et al., 2005). Роль внутри-
клеточных липидов в раннем развитии мыши не
столь очевидна и является предметом изучения
для нескольких исследовательских групп (Wata-
nabe et al., 2010; Bradley et al., 2016; Tatsumi et al.,
2018; Aizawa et al., 2019; Брусенцев и др., 2020;
Ibayashi et al., 2021; Arena et al., 2021).

Следует отметить, что лишь в двух работах
произведена попытка изучить число и размер ли-
пидных гранул в ходе созревания ооцитов и ран-
него развития эмбрионов мыши (Watanabe et al.,
2010; Bradley et al., 2016). Между тем, общее содер-
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жание внутриклеточных липидов в ходе преим-
плантационного развития мыши до сих пор не
изучено. В нашем предыдущем исследовании бы-
ло проанализировано содержание внутриклеточ-
ных липидов при созревании ооцитов мыши
(Брусенцев и др., 2020). Цель настоящего исследо-
вания – с использованием метода конфокальной
лазерной сканирующей микроскопии охарактери-
зовать динамику содержания внутриклеточных ли-
пидов преимплантационных эмбрионов мыши
при развитии in vivo и in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В эксперименте было использовано 58 поло-
возрелых самок и 11 самцов мышей линии CD1 в
возрасте от двух до трех месяцев. Животных со-
держали в SPF-виварии Института цитологии и
генетики (Новосибирск, Россия) в индивидуаль-
но вентилируемых клетках OptiRAT (Animal Care,
США) при температуре 22–24°C и влажности 40–
50%; в качестве подстилки использовали опилки.
Суточный цикл состоял из 12 ч дня и 12 ч ночи, с
восходом в 4 ч утра и закатом в 16 ч. Животные
имели постоянный доступ к автоклавированному
стандартизированному корму “Sniff” (Soest, Герма-
ния) и очищенной воде, обогащенной минеральны-
ми добавками “Северянка” (Экопроект, Россия).

Были сформированы следующие группы:
1) преимплантационные эмбрионы, развивающие-
ся в условиях in vivo, полученные от самок-доноров
на стадиях 2-клеток (n = 35), 4-клеток (n = 23), 8-кле-
ток (n = 15), морулы (n = 25) и бластоцисты (n = 36);
2) преимплантационные эмбрионы, развиваю-
щиеся в условиях in vitro, полученные от самок-
доноров на стадиях 2-клеток и культивированные
in vitro до 4-клеток (n = 29), 8-клеток (n = 15), мо-
рулы (n = 32) и бластоцисты (n = 40). В группу
“бластоцисты” входили эмбрионы с полностью
сформированной полостью.

У самок мышей CD1 индуцировали суперову-
ляцию путем инъекции 5 МЕ хорионического го-
надотропина лошади (Фоллигон; Intervet interna-
tional, B.V., Нидерланды) а затем, через 46 часов,
5 МЕ хорионического гонадотропина человека
(Хорулон; Intervet international, B.V., Нидерлан-
ды). После чего, самок ссаживали на ночь с фер-
тильными самцами этой же линии. Спаривание
проверяли по наличию вагинальной пробки. Для
получения преимплантационных эмбрионов на
разных стадиях развития in vivo самок подвергали
эвтаназии путем дислокации шейных позвонков
через 24 ч после введения ХГЧ (2-клеточные), 36 ч
(4-клеточные), 48 ч (8-клеточные), 72 ч (морулы)
и 84 ч (бластоцисты). Яйцеводы и матку извлека-
ли и промывали средой Flushing Solution (Ferti-
Pro, Бельгия).

Для экспериментов in vitro 2-клеточные эм-
брионы получали описанным выше способом.
Затем проводили их культивирование in vitro на
35 мм чашках Петри (Corning, США). Группы из
3–5 эмбрионов находились в 20 мкл каплях
KSOM под минеральным маслом (Merck, Германия)
при 37°С, 5% СО2 и влажности 90% в CO2-инку-
баторе New BrunswickTM Galaxy 48R (Eppendorf,
Германия). Эмбрионы культивировали в течение
12 ч (до стадии 4-х клеток), 24 ч (до стадии 8-ми
клеток), 48 ч (до стадии морулы) и 72 ч (до стадии
бластоцисты) Эмбриональное развитие контро-
лировали визуально под микроскопом S8 APO
(Leica Microsystems, Германия).

Оценку количества внутриклеточных липидов
в преимплантационных эмбрионах проводили с
помощью окрашивания нильским красным –
Nile Red (Merck, Германия), как описано ранее
(Romek et al., 2011). Фиксированные эмбрионы
трижды отмывали от формальдегида в PBS, со-
держащем 1 мг/мл ПВП, по 5 мин в каждой капле
при комнатной температуре. Затем, для достиже-
ния максимальной интенсивности окрашивания
внутриклеточных липидов, их инкубировали в
растворе нильского красного с концентрацией
10 мкг/мл в течение трех часов при 37°C. Образцы
помещали на предметные стекла в PBS. Изобра-
жения получали с помощью конфокального ла-
зерного сканирующего микроскопа 780 NLO Axio
Observer Z1 (Carl Zeiss, Германия) с использова-
нием программного обеспечения Zen 2012 (Carl
Zeiss, Германия). Эмбрионы, окрашенные ниль-
ским красным, облучали газовым аргоновым ла-
зером (максимальная мощность 30 мВт) при 0.1%
от максимальной мощности на длине волны 488 нм.
Спектры получали в диапазоне длин волн 494–
687 нм с шагом 9 нм. Оценку каждого эмбриона
производили в течение двух минут. Все изображе-
ния были получены в режиме подсчета фотонов –
“photon counting”. То есть была подсчитана сумма
всех фотонов со ста оптических срезов на каждый
эмбрион. Суммирование оптических срезов и вы-
читание фоновой флуоресценции выполняли с
помощью программы ImageJ. Микроскопиче-
ские работы выполнены в ЦКП “Микроскопиче-
ского анализа биологических объектов” ИЦиГ
СО РАН (https://ckp.icgen.ru/ckpmabo).

Данные анализировали с помощью програм-
мы STATISTICA v 8.0 StatSoft, Inc. Проверка рас-
пределения на нормальность проводилась с по-
мощью критерия Шапиро–Уилка. Для обсчета
данных использовали многофакторный диспер-
сионный анализ (Factorial ANOVA) с последую-
щим апостериорным сравнением (Fisher LSD).
Интенсивность флуоресценции липидов (число
фотонов) представлена, как среднее ± стандарт-
ная ошибка среднего (M ± SEM). Различия при
p < 0.05 считали статистически достоверными.
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Данные по интенсивности флуоресценции
(числу фотонов, чф), полученные при изучении
преимплантационных эмбрионов разных стадий,
развивавшихся in vivo и in vitro, представлены на
рис. 1. Репрезентативные иллюстрации по каж-
дой стадии развития представлены на рис. 2. Ана-
лиз данных с помощью Factorial ANOVA показал
статистически значимое влияние на число фотонов
таких факторов, как “условия развития эмбрионов”
(in vivo или in vitro) (F1, 275 = 20.36, p = 0.00001) и “ста-
дия развития эмбриона” (F4, 275 = 40.20, p = 0.0000),
а также взаимодействие этих факторов (F4, 275 = 5.57,
p = 0.00025).

Развитие преимплантационных эмбрионов
сопровождалось снижением содержания липи-
дов, которое наблюдали на стадии бластоцисты в
группе in vivo и на стадии морулы в группе in vitro.
Анализ post-hoc при помощи Fisher LSD теста по-
казал большее содержание липидов (p < 0.001) в
развивающихся in vivo эмбрионах на стадиях 2 кл.
(чф 12.8 × 105 ± 0.3 × 105), 4 кл. (чф 14.0 × 105 ± 0.3 ×
× 105), 6–8 кл. (чф 14.0 × 105 ± 0.7 × 105) и морулы
(чф 13.1 × 105 ± 0.6 × 105) по сравнению с бласто-
цистами (чф 10.1 × 105 ± 0.1 × 105). Более того,

развивающиеся in vivo эмбрионы на стадии 4 кл.
(чф 14.0 × 105 ± 0.3 × 105) и 6–8 кл. (чф 14.0 × 105 ±
± 0.7 × 105) имели большее содержание липидов
по сравнению с двухклеточной стадией (чф 12.8 ×
× 105 ± 0.3 × 105) (p < 0.05). В то же время, разви-
вающиеся in vitro эмбрионы имели большее со-
держание липидов (p < 0.001) на стадиях 2 кл. (чф
12.8 × 105 ± 0.3 × 105), 4 кл. (чф 13.7 × 105 ± 0.3 ×
× 105) и 6–8 кл. (чф 12.6 × 105 ± 0.2 × 105) по срав-
нению с морулами (чф 9.8 × 105 ± 0.5 × 105) и бла-
стоцистами (чф 9.2 × 105 ± 0.5 × 105).

Кроме того, при культивировании эмбрионов
in vitro, общее содержание липидов в морулах (p <
< 0.001) и бластоцистах (p < 0.05) было ниже, чем
у эмбрионов тех же стадий, развивавшихся in vivo
(чф 9.8 × 105 ± 0.5 × 105 и 13.1 × 105 ± 0.6 × 105;
чф 9.2 × 105 ± 0.5 × 105 и 10.1 × 105 ± 0.1 × 105 со-
ответственно).

ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что у эмбрионов мыши на стадиях
дробления внутриклеточные липиды не играют
существенной роли как энергетический субстрат
(Bradley, Swann, 2019). Поэтому мы ожидали, что в

Рис. 1. Динамика содержания липидов в преимплантационных эмбрионах мыши. a p < 0.001 по сравнению с бласто-
цистами in vivo; b p < 0.05 по сравнению с двухклеточными эмбрионами in vivo; c p < 0.001 по сравнению с двухклеточ-
ными эмбрионами in vivo; d p < 0.001 по сравнению с морулами in vitro; e p < 0.001 по сравнению с бластоцистами in vitro;
* p < 0.05 по сравнению с бластоцистами in vivo; *** p < 0.001 по сравнению с морулами in vivo.
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ходе дробления их содержание в клетках эмбриона

снижаться не будет. Однако в нашем исследовании

было обнаружено, что у эмбрионов, полученных

in vivo, содержание внутриклеточных липидов на

стадиях 4-х и 8-и бластомеров повышается по

сравнению со стадией 2-х бластомеров. Такого

повышения не наблюдалось при развитии эмбри-

онов in vitro. Данная закономерность, наблюдае-

мая in vivo, может быть связана с развитием эм-

брионов в естественной жидкости яйцевода. Эта

жидкость состоит из множества компонентов, в

том числе жирных кислот, которые проникают в

клетки и используются для синтеза и накопления

новых жиров (Ibayashi et al., 2021). С другой сто-

роны, синтетическая питательная среда KSOM,

которую мы использовали для культивирования

эмбрионов, не содержит жирных кислот, а их пе-

реносчик, бычий сывороточный альбумин

(БСА), присутствует в ней в низкой 1%-ной кон-

центрации (Lawitts, Biggers, 1993). Именно этим,

по всей вероятности, можно объяснить тот факт,

что количество внутриклеточных липидов не по-

вышается на стадиях дробления при развитии за-

родышей in vitro. На эмбрионах крупного рогато-

го скота были изучены последствия добавления в

культуральную среду фетальной телячьей сыво-

ротки (многокомпонентной смеси с варьирую-

щим составом). У культивировавшихся в этой

среде эмбрионов уровень внутриклеточных ли-

пидов (особенно на стадиях морулы и бластоци-

сты) был выше, чем у эмбрионов, развивавшихся

in vivo (Abe et al., 1999). В нашей предыдущей ра-

боте было продемонстрировано, что у эмбрионов

мышей, развивающихся in vitro, происходит по-

вышение общего содержания внутриклеточных
липидов при добавлении жирных кислот в пита-
тельную среду (Igonina et al., 2021).

В настоящей работе было показано уменьше-
ние количества внутриклеточных липидов в ходе
развития эмбрионов мышей до стадии бластоцисты
как in vivo, так и in vitro. Это предположительно свя-
зано с тем, что при переходе от стадии морулы к
бластоцисте может происходить переключение ме-
таболизма с углеводного на жировой (Ibayashi et al.,
2021). При этом происходит образование агрегатов
из липидных гранул, а энергетический субстрат на-
чинает активно утилизироваться благодаря повы-
шенному липолизу (в частности, перед имплан-
тацией) (Watanabe et al., 2010; Romek et al., 2011;
Bradley et al., 2016). Ранее были выполнены иссле-
дования на эмбрионах мыши, культивировав-
шихся in vitro на среде KSOM или KSOM-АА
(обогащенной аминокислотами). У таких эмбри-
онов со стадии 2-х бластомеров до морулы или
бластоцисты происходит уменьшение числа ли-
пидных гранул за счет их агрегации, но каким об-
разом изменяется общее количество внутрикле-
точных липидов до сих пор не исследовано (Wata-
nabe et al., 2010; Bradley et al., 2016). Подобное
снижение количества внутриклеточных липидов
было показано в экспериментах на эмбрионах
свиньи при их культивировании in vitro до стадии
бластоцисты (Romek et al., 2011). Уменьшение
объема липидных гранул, как правило, происхо-
дит за счет липолиза триацилглицеридов липаза-
ми, расположенными на поверхности их мем-
бран. При этом жирные кислоты высвобождают-
ся для митохондриального метаболизма (Lawson

Рис. 2. Содержание внутриклеточных липидов в эмбрионах мыши, развивающихся in vivo и in vitro. Конфокальная ла-
зерная сканирующая микроскопия. Окрашивание нильским красным. Масштабный отрезок – 100 мкм.

In vivo

In vitro

4 клетки

4 клетки

8 клеток Морула

Морула Бластоциста

Бластоциста

8 клеток
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ИГОНИНА и др.

et al., 2022). Более того, в ходе преимлантацион-
ного развития может происходить селективная
аутофагия липидных гранул липосомами (липо-
фагия), что также снижает со временем количе-
ство внутриклеточных липидов (Tsukamoto et al.,
2008). Таким образом, липидный метаболизм в
ходе преимплантационного развития мыши зави-
сит от тех условий, в которых оно происходит, а
именно – in vivo или in vitro. Между тем, независи-
мо от условий, в которых происходит развитие
эмбрионов мышей, на стадии формирования бла-
стоцисты количество внутриклеточных липидов
существенно снижается по сравнению с предыду-
щими стадиями.
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Intracellular Lipids during in vivo and in vitro Preimplantation Embryo
Development in Mice

T. N. Igonina1, T. A. Rakhmanova1, 2, I. N. Rozhkova1,
E. Yu. Brusentsev1, and S. Ya. Amstislavsky1, *

1Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, 
prosp. Lavrentyeva, 10, Novosibirsk, 630090 Russia

2Novosibirsk State University, Pirogova, 2, Novosibirsk, 630090 Russia
*e-mail: amstis@yandex.ru

Investigation the role of lipids in mammalian preimplantation development is a hot edge of the modern em-
bryology. The aim of this study was to evaluate the amount of intracellular lipids in preimplantation mouse
embryos during in vivo and in vitro development using confocal laser scanning microscopy. The development
of preimplantation embryos was accompanied by a decrease in total lipid content, which was observed in vivo
at the blastocyst stage and at morula stage in vitro. Besides, during in vitro embryo development total lipid
content was lower as compared to in vivo development. Thus, lipid metabolism during the preimplantation
period depends on the conditions in which development occurs (in vivo or in vitro); at blastocyst stage, the
amount of intracellular lipids in preimplantation mouse embryos significantly decreases.

Keywords: mice, preimplantation embryo, intracellular lipids, Nile Red, confocal laser scanning microscopy,
in vitro culture
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