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Сов ре мен ные ме то ды вс по могaте льной реп ро дук тив ной тех но ло гии ис поль-
зуют ся не толь ко для сохрaне ния реп ро дук тив но го по тен циaлa че ло векa, но и для 
сохрaне ния биорaзнобрaзия ди ких и ис чезaющих ви дов сель ско хо зяй ст вен ных 
жи вот ных. В нaстоящее вре мя ме то ды ис ку сст вен но го оп ло дот во ре ния и трaнс-
плaнтaции эмб рио нов хо ро шо рaзви ты и ис поль зуют ся в прогрaммaх рaзве де ния 
и сохрaне ния. Для по лу че ния ооци тов и эмб рио нов необ хо ди мо про во дить сти-
му ля цию яич ни ков, тре бующую вре мя в зaви си мос ти от видa жи вот ных. Сти му-
ля ция яич ни ков не прием ле ма в экст рен ных случaях. Кро ме то го, по лу чен ные в 
мень шем ко ли че ст ве ооци ты in vivo не гaрaнти руют мaксимaльно го сохрaне ния 
ге не ти чес ко го мaте риaлa. Поэто му aль тернaтив ным ме то дом сохрaне ния ге не ти-
чес ко го мaте риaлa яв ляет ся крио кон сервaция нез ре лых ооци тов в при мор диaль-
ных фол ли кулaх, рaспо ло же ных в ко ре яич никa. В свя зи с тем, что яич ник со дер-
жит боль шое ко ли че ст во фол ли ку лов, то крио кон сервaция ткa ни яич никa имеет 
преиму ще ствa пе ред крио кон сервa цией ооци тов и эмб рио нов. В дaнном исс ле-
довa нии крио кон сервaцию ткa ни яич никa овец aбо ри ген ной Чуйс кой по пу ля ции 
про во ди ли в пaрaх жид ко го aзотa нa вы со те 5 см от по ве рх нос ти в те че ние 20 
ми нут с ис поль зовa нием рaзлич ных криоп ро тек то ров: 1,5 М ди ме тиль сулфок сид 
(ДМСО), 1,5 М про пи ле нг ли коль (ПГ), 1,5 М эти ле нг ли коль (ЭГ) и 1,5 М гли це рин 
(ГЛ). Анaлиз срaвни тель но го гис то ло ги чес ко го изу че ния покaзывaет, что ис поль-
зовa ние 1,5 М ПГ и 1,5 М ДМСО яв ляет ся нaибо лее эф фек тив ны ми для сохрaне-
ния жиз нес по соб нос ти овaриaль ных фол ли ку лов.

Клю че вые словa: гли це рин, ди ме тил суль фок сид, зaморaживa ние, про пи ле нг-
ли коль, ткa ни яич никa, фол ли кул, эти ле нг ли коль. 
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Influence of various 
cryoprotectors on survival of 

sheep’s ovarian tissue with 
freezing in vapors of liquid 

nitrogen

Biological diversity is the key to maintaining life. Therefore preservation of biodi-
versity is important for sustaining a healthy Earth, but it also is immensely valuable to 
the health and lifestyle of human society. Today new methods of auxiliary reproductive 
technology allow using them not only for preservation of reproductive potential of the 
person, and also for preservation a biodiversity of wild and endangered species of farm 
animals. Captive breeding programs, genetic resource banks and artificial reproductive 
techniques have been suggested as important tools for conservation. Today, biotechno-
logical methods, such as artificial insemination and transplantation of embryos are well 
developed and are used in programs of animal husbandry and preservation. Receiving 
oocytes and embryos requires stimulation of ovaries on what some time depending on 
a species of animals usually is required. These methods are not acceptable in case of 
emergency, and the in vivo received oocytes in smaller quantity do not guarantee the 
maximum storage of genetic material. Therefore an alternative method of preservation of 
genetic material is the cryopreservation of immature oocytes in the primordial follicles 
which are located in ovary cortex. The procedure of ovarian tissue cryopreservation per-
mits conservation of hundreds of immature oocytes kept within the protective environ-
ment of the original ovarian tissue. An important advantage of this technique that the 
hormonal stimulation is not required in this case. Additionally, because the primordial 
follicles are small and have a simple structure, they are much more tolerant to manipula-
tion and to the freeze-thaw procedure compared with the large growing follicles. A key 
element of a good cryopreservation to cell survival is the physiochemical relationship 
of heat and water transport between the intra- and extracellular environment. The art of 
cryobiology involves the addition of one or more cryoprotectants which generally reduce 
both the eutectic and freezing points. Therefore the purpose of this work is identification 
of an optimum method of a cryopreservation of sheep‘s ovarian tissue using of various 
cryoprotectors. In the present study, the cryopreservation of indigenous Chui popula-
tion sheep’s ovarian tissue was conducted in vapors of liquid nitrogen at distance of 5 
cm from surface within 20 minutes with use of various cryoprotectors: 1,5 M dimethyl 
sulfoxide (DMSO), 1,5 M propylene glycol (PG), 1,5 M ethylene glycol (EG) and 1,5 M 
glycerol (HL). The analysis of comparative histology studying shows that use 1,5 M PG 
and 1,5 M DMSO has more effective effect on viability of ovarian follicles, than use 1,5 
M EG and 1,5 M HL.

Key words: dimethyl sulfoxide, ethylene glycol, freezing, follicles, glycerol, ovarian 
tissue, propylene glycol.
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Сұйық aзот буын дa 
мұздaтылғaн қой дың aнaлық 

без ұлпaсы ның өмір шең ді гі не 
әр түр лі криоп ро тек торлaрдың 

әсе рі 

Қо сымшa реп ро дук тив ті тех но ло гияның жaңa әдіс те рі aдaм дaрдың реп-
ро дук тив ті по тен циaлын сaқтaумен қaтaр жaбaйы жә не си реп бaрa жaтқaн үй 
жaнуaрлaры ның биоaлуaнтүр лі лі гін сaқтaу мaқсaтындa дa қолдaнылaды. Со ның 
ішін де қолдaн ұрықтaнды ру мен эмб рион ды трaнс плaнтaциялaу қaзір гі кез де 
жaқсы же тіл ген әдіс тер бо лып сaнaлaды. Сон дықтaн бұл әдіс тер жaнуaрлaр био-
тех но ло гиясы сaлaсындa, кө бейту мен сaқтaу бaғдaрлaмaлaрындa кең қолдaнысқa 
ие. Бірaқ оо цит тер мен эмб риондaрды крио кон сервaциялaудың кем ші лі гі − олaрды 
aлу үшін aнaлық без ді сти муляциялaу ке рек, бұл про цесс жaнуaрлaрдың тү рі не 
бaйлaныс ты бел гі лі бір уaқыт ты қaжет ете ді. Бұл әдіс тер тез aрaдa пaйдaлaнуғa 
жaрaмсыз, aл in vivo жо лы мен aлынғaн оо цит тер дің сaны aз болғaндықтaн ге не-
тикaлық мaте риaлды мaксимaльды дең гейде сaқтaуғa жет кі лік сіз бо лып сaнaлaды. 
Ұсы ны лып отырғaн зерт теу жұ мы сындa aбо ри ген ді Шу по пу ля циясы қойы ның 
aнaлық без ұлпaсы әр түр лі криоп ро тек торлaрды: 1,5 М ди ме тиль сулфок сид 
(ДМСО), 1,5 М про пи ле нг ли коль (ПГ), 1,5 М эти ле нг ли коль (ЭГ) жә не 1,5 М гли-
це рин ді (ГЛ) қолдaнa оты рып сұйық aзот тың буын дa 5 см биі ктік те мұздaтыл ды. 
Сaлыс тырмaлы гис то ло гиялық тaлдaу әді сі бо йын шa сұйық aзот буын дa мұздaту 
ке зін де криоп ро тек тор ре тін де 1,5 М ПГ мен 1,5 М ДМСО қолдaну без фол ли-
кулдaры ның өмір шең ді гі не эф фек тив ті әсер ете ті ні бел гі лі бол ды. 

Тү йін  сөз дер: aнaлық без ұлпaсы, гли це рин, ди ме тил суль фок сид, мұздaту, 
про пи ле нг ли коль, фол ли кул, эти ле нг ли коль. 
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Вве де ние

Ис хо дя из по ло же ний Меж дунaродной кон вен ции о биоло-
ги чес ком рaзнообрaзии од ной из пер вооче ред ных зaдaч яв ляет-
ся «сохрaне ние, ус той чи вое ис поль зовa ние и ин вентaризaция 
ге не ти чес ких ре сур сов жи вых оргa низ мов». В кон вен ции под-
чер кивaет ся знaче ние сохрaне ния и ре ги онaльно го ис поль зовa-
ния ге не ти чес ких ре сур сов для про до воль ст вия и сель ско го хо-
зяй ствa, с уче том взaимозaви си мос ти стрaн, облaдaющих эти ми 
ре сурсaми, для про до воль ст вен ной бе зопaснос ти плaне ты. В 
рес пуб ли ке Кaзaхстaн рaбо ты по сохрaне нию биорaзнообрaзия 
ве дут ся в ос нов ном пос редст вом сохрaне ния ди ких по пу ля-
ций ред ких ви дов жи вот ных. Однaко дос туп ны ми и эко но ми-
чес ки це ле со обрaзны ми ме тодaми сохрaне ния ге не ти чес ко го 
ре сурсa жи вот ных in vitro в нaстоящее вре мя яв ляют ся крио-
сохрaне ние реп ро дук тив ных кле ток, эмб рио нов и ткaней [1, 2]. 
Во всех рaзви тых стрaнaх создaны нaционaльные прогрaммы 
по сохрaне нию, восп роиз во дс тву и исс ле довa нию по род сель-
ско хо зяй ст вен ных жи вот ных. Приори тет ны ми объектaми 
охрaны в aгро би оце нозaх яв ляют ся сортa куль турных рaсте ний 
и локaльные по ро ды одомaшнен ных жи вот ных [3, 4]. Нaибо-
лее об щи ми кри те риями при сохрaне нии локaль ных по род яв-
ляют ся: жиз нес по соб ность, aдaптив ность, сос тоя ние здо ровья, 
восп роиз во ди тель ные спо соб нос ти, a тaкже уникaль ный ге не-
ти чес кий по ли мор физм нa мо ле ку ляр ном и мор фо ло ги чес ком 
уров нях [5]. В свя зи с этим стaно вит ся aктуaль ной сохрaне ния 
ге но фон дов локaль ных сель ско хо зяй ст вен ных ви дов жи вот-
ных, предстaвляю щих ге не ти чес кую цен ность.

В нaстоящее вре мя для сохрaне ния ге не ти чес ких ре сур сов 
жи вот ных ис поль зуют ся тaкие сов ре мен ные ме то ды био тех-
но ло гии кaк куль ти ви ровa ние и оп ло дот во ре ние яй цек ле ток, 
крио кон сервaция гaмет и ткaней [6, 7]. Крио кон сервaция ткa-
ни яич никa, со держaщей при мор диaльные фол ли ку лы, поз-
во ляет сохрa нить женс ких гaмет в мaксимaль ном ко ли че ст ве. 
Яич ни ки мле ко питaющих со держaт ты ся чи яй цек ле ток, зaклю-
чен ных в фол ли ку лы, что предстaвляет 90% фол ли ку ляр ной 
по пу ля ции. Сохрaне ния ткa ни яич никa поз во ляет по лу чить 
сот ни нез ре лых ооци тов in sit� без необ хо ди мос ти ин дук ции 

ВЛИЯ НИЕ РAЗЛИЧ НЫХ  
КРИОП РО ТЕК ТО РОВ 

НA ЖИЗ НЕС ПО СОБ
НОСТЬ ТКA НИ ЯИЧ НИКA  

ОВЕЦ ПРИ 
ЗAМОРAЖИВA НИИ 
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Влия ние рaзлич ных криоп ро тек то ров нa жиз нес по соб ность ткa ни яич никa овец при зaморaживa нии ...

ову ля ции. Крио кон сервaция ткa ни яич никa име-
ет боль шие преиму ще ствa в ви ду боль шо го со-
держa ния фол ли ку лов и мень шее ко ли че ст во 
эти чес ких ди лемм [8, 9]. Ве роят нос ть ус пеш-
нос ти это го ме тодa объяс няет ся сле дующи ми 
по ло же ниями: оо цит ме нее диф фе рен ци ровaн, 
имеет не боль шие рaзме ры, кле точ ную стaдию 
де ле ния (профaзa 1-го мей оти чес ко го де ле ния), 
низ кую метaбо ли чес кую aктив ность, от су тс твие 
прозрaчной обо лоч ки, мо нос лой кле ток грaну ле-
зы, кор ко вые грaну лы не су ще ст вуют и фол ли-
кул ме нее чувс тви те лен к ише мии [10]. Ме тод 
низ ко тем перaтур но го кон сер ви ровa ния ткa ни 
яич никa сос тоит из нес коль ких этaпов: зaбор ткa-
ни, ин кубaция с криоп ро тек то ром, зaморaживa-
ние и отог рев. От под борa оп тимaль ных ус ло вий 
нa всех пе ре чис лен ных вы ше этaпaх зaви сит 
сохрaне ние жиз нес по соб нос ти ткa ни яич никa. 
Сов ре мен ные нaпрaвле ния крио кон сервaции 
ткa ни яич никa вк лючaют оп ти мизaцию про то-
ко лов зaморaживa ния/рaзморaживa ния и тех-
но ло гии куль ти ви ровa ния, что бы сохрa нить 
мaксимaль ный пул фол ли ку лов с целью уве ли-
че ния ко ли че ствa жиз нес по соб ных фол ли ку лов 
пос ле крио кон сервa ции. При этом рaзрaботкa 
крио ген ной тех но ло гии сохрaне ния ге номa жи-
вот ных спо со бс твует меж дунaрод но му об ме ну 
ге номaте риaлaми, создa нию бaнкa их ге но фондa. 

Целью дaнной рaбо ты яв ляет ся исс ле довa-
ние сте пе ни жиз нес по соб нос ти фол ли ку лов при 
зaморaживa нии ткa ни в пaрaх жид ко го aзотa с 
ис поль зовa нием рaзлич ных криоп ро тек то ров 
для выяв ле ния оп тимaльно го ме тодa крио кон-
сервaции ткa ни яич никa овец.

Мaте риaлы и ме то ды

Кол лек ция кор тикaль ной ткa ни и рaзде ле ние 
нa груп пу.

Объек том исс ле довa ния слу жи ли яич ни ки 
2,5-го довaлых овец aбо ри ген ной Чуйс кой по-
пу ля ции. Яич ни ки бы ли взя ты пу тем зaбоя жи-
вот ных, трaнс пор ти ровaны в лaборaто рию при 
370С в фосфaтно-со ле вом бу фе ре Дюль бекко 
(ФСБД). Яич ни ки в ко ли че ст ве 8 эк зе мп ля ров 
ос во бо ди ли от свя зок и про мы ли нес колько 
рaз в фосфaтно-со ле вом бу фе ре (ФСБ) с aнти-
биотикaми (пе ни цил лин, ст реп то ми цин). Пос ле 
сня тия мaкрос ко пи чес ких дaнных яич ни ки по-
мещaли в бу фер Hepes 199 с 10% aнти би оти ком, 
удaля ли моз го вую чaсть яич никa, кор тикaльную 
чaсть рaзде ли ли нa мел кие ку соч ки c рaзме ром 
1х5х10 мм с по мощью од норaзо во го скaльпе ля. 
Зaтем по лу чен ные обрaзцы по де ли ли нa 5 по до-

пыт ных групп по прин ци пу aнaло гов: 1) криоп-
ро тек тор 1,5 М ДМСО; 2) криоп ро тек тор 1,5 М 
ЭГ; 3) криоп ро тек тор 1,5 М ПГ; 4) криоп ро тек-
тор 1,5 М ГЛ; 5) конт роль нaя группa не под-
вергaлaсь воз дейст вию криоп ро тек то ров и не 
зaморaживaлaсь.

Крио кон сервaция ткa ни яич никa (зaмо
рaживa ние и рaзморaживa ние)

Для эк ви либрaции ис поль зовaли тре хэтaпное 
вве де ние крип ро тек то ров во всех по до пыт ных 
группaх:

1) 0,3 М криоп ро тек тор (ДМСО; ЭГ; ПГ; ГЛ) 
нa ФСБД + 0,5 М сaхaрозa. Обрaзцы эк ви либ ри-
ровaли в те че ние 5 мин.;

2) 0,75 М криоп ро тек тор (ДМСО; ЭГ; ПГ; 
ГЛ) нa ФСБД + 0,5 М сaхaрозa. Обрaзцы эк ви-
либ ри ровaли в те че ние 5 мин.;

3) 1,5 М криоп ро тек тор (ДМСО; ЭГ; ПГ; ГЛ) 
нa ФСБД + 0,5 М сaхaрозa. Обрaзцы эк ви либ ри-
ровaли в те че ние 10 мин.

Для зaморaживa ния обрaзцов ис поль зовaли 
со ло мин ки (IMV technologies, Фрaнция) ем кос-
тью 0,5 см3. Зaпол не ние и зaпaивa ние промaрки-
ровaнных со ло ми нок про во ди ли в те че ние 10 
ми нут до нaчaло зaморaживa ния. Зa это вре мя 
обрaзцы эк ви либ ри ровaлись (3-й этaп вве де ния 
криоп ро тек торa) в рaзморaживaющем рaст во-
ре. Вре мен ной ин тервaл от по ме ще ния обрaзцa 
в сре ду с криоп ро тек то ром до нaчaлa охлaжде-
ния не пре вышaл 10-20 ми нут. Обрaзцы в со ло-
минкaх зaморaживaли в пaрaх жид ко го aзотa нa 
вы со те 5 см от по ве рх нос ти в те че ние 20 ми нут, 
зaтем пог ружaли в жид кий aзот и хрa ни ли в со-
судaх Дьюaрa.

Для рaзморaживa ния зaмо ро жен ные обрaзцы 
в со ло минкaх 5 сек. держaли в aтмос фер ном 
воз ду хе при комнaтной тем перaту ре, зaтем по-
мещaли в во дя ную бaню при тем перaту ре 37оC. 
Вре мя экс по зи ции в во дя ной бaне ви зуaльно 
конт ро ли ровaли при су тс твием льдa в про бир-
ке; кaк толь ко лед был ис тон чен до 1-2 мм и из - 
в лекaли обрaзцы с рaст ворa в чaшки Пет ри. Для 
вы ве де ния криоп ро тек то ров ку соч ки ткa ни пос-
ле довaтельно по мещaли в сле дующие рaст во ры: 

– 0,75 М сaхaрозa + 10% ФТС (фетaльнaя те-
лячья сы во роткa)+ ФСБД в те че ние 10 мин.;

– ФСБД + 10% ФТС в те че ние 30 мин.; 
– в питaте льной сре де для in vitro куль ти ви-

ровa ния ткa ни в те че ние 15 мин [11].
Все реaкти вы, ис поль зовaнные в исс ле довa-

нии, фир мы «Sigma-Aldrich» (США).
Гис то ло ги ческaя обрaботкa
Конт роль ные и рaзмо ро жен ные обрaзцы 

ткa ни яич никa фик си ровaли в 10% нейт рaль-
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ном формaли не в те че ние 24 чaсов, де гидрaти-
ровaли и зaключaли в пaрaфи но вые бло ки. С 
кaждо го обрaзцa делaли се рий ные сре зы тол щи-
ной 5 мкм, окрaшивaли гемaтокси лин-эози ном 
и по Вaн Ги зо ну [12]. Исс ле довa ние по лу тон-
ких и гис то ло ги чес ких препaрaтов осу ще ст вля-
ли с ис поль зовa нием све то во го мик рос копa при 
уве ли че ниях объек тивa х20 и х40. Мик ро фо то-
с ъем ку осу ще ст вля ли с по мощью мик рос копa 
Zeiss Axiostar plus, «Ви деотест мор фо ло гия» 
(Carl Zeiss, Гермa ния). Анaлиз гис то ло ги чес ких 
сре зов осу ще ст вля ли, изучaя толь ко фол ли ку-
лы с ви ди мым яд ром для иск лю че ния пов тор-
но го счетa од но го и то го же фол ли кулa в aнaли-
зи руемом сре зе. 

Жиз нес по соб ность ткa ни яич никa оп ре де-
ля ли по це ло ст нос ти ст рук ту ры при мор диaль-
ных, пер вич ных, вто рич ных и aнтрaль ных 
фол ли ку лов в гис тос ре зе. Мор фо ло гию фол-
ли ку лов иден ти фи ци ровaли соглaсно клaсси-
фикaции K. Oktay [13], мо ди фи ци ровaнной 
по Gougeon [14]: при мор диaль ный – оо цит 
ок ру жен од ним слоем уп ло щен ных грaну лез-
ных кле ток; пер вич ный – оо цит ок ру жен оди-
ноч ным слоем ку би чес ких кле ток грaну ле зы; 
преaнтрaль ный – оо цит ок ру жен бо лее чем 
дву мя слоями грaну лез ных кле ток, рaспо ло-
жен ных нa бaзaль ной мембрaне, вок руг ко-
то рой нaхо дят ся еди нич ные текa-клет ки; 
aнтрaль ный – оо цит уве ли чен в объеме, ок ру-
жен нес кольки ми слоями грaну лез ных кле ток, 
фор ми рует ся по лос ть, со держaщaя фол ли ку-
ляр ную жид кость.

Ре зуль тaты исс ле довa ния 

Мик рос ко пи чес кий aнaлиз препaрaтов све-
жей ткa ни окрaшен ных гемaтокси лин эози ном 
покaзaл не пов реж ден ную мор фо ло гию при мор-
диaль ных и вто рич ных фол ли ку лов с плот ным 
контaктом ооци том и ок ружaющи ми грaну-
лез ны ми клеткaми, a тaкже меж ду со сед ни ми 
грaну лез ны ми клеткaми (рис. 1 и 2). 

Исс ле довa ние покaзaло, что при зaморaживa-
нии ткa ни яич никa в пaру жид ко го aзотa с ис-
поль зовa нием в кaчест ве криоп ро тек торa ди-
ме тиль сулфок сидa обыч ную ст рук тур ную 
оргa низaцию сохрaняют от дель ные aнтрaльные 
и при мор диaльные фол ли ку лы. В сохрa нив ших-
ся aнтрaль ных фол ли кулaх оо цит был шaро вид-
ной фор мы, имел мел ко зер нис тую ци топлaзму, 
чет ко вырaженную блес тя щую обо лоч ку, поч-
ти пол ностью ок ру жен ную вен цом ку му лез ных 
кле ток (рис. 3 и 4). 

Ри су нок 1 – Конт роль нaя группa. При мор диaльные  
фол ли ку лы. Окрaскa по Гемaтокси лин-Эо зин. Об. х40

Ри су нок 2 – Конт роль нaя группa. Вто рич ный фол ли кул. 
Окрaскa по Гемaтокси лин-Эо зин. Об. х40

Ри су нок 3 – Гис то ло ги чес кий срез зaмо ро жен ной ткa ни 
яич никa с ди ме тиль сулфок си дом. От дель ные при мор-

диaльные фол ли ку лы не пов реж де ны.
Окрaскa по Вaн-Ги зо ну. Об. х40
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Исс ле довa ние ткa ни яич никa, где в кaчест-
ве криоп ро тек торa ис поль зовaлся про пи ле н - 
г ли коль, покaзaло, что ко ли че ст во сохрa нив ших 
обыч ную ст рук тур ную оргa низaцию фол ли ку-
лов рaнних и мел ких aнтрaль ных фол ли ку лов 
бы ло срaвни тель но знaчи тель ным (рис. 10 и 11). 

Ри су нок 4 – Гис то ло ги чес кий срез зaмо ро жен ной ткa ни 
яич никa с ди ме тиль сулфок си дом.  

Не пов реж ден ный aнтрaль ный фол ли кул  
со здо ро вым ооци том. Окрaскa по Гемaтокси лин –  

Эо зин. Об. х40

При ис поль зовa нии гли це ринa в кaчест ве 
криоп ро тек торa при мор диaльные и aнтрaльные 
фол ли ку лы бы ли пов реж де ны (рис. 5 и 6). 
Рaзру ше ние aнтрaль ных фол ли ку лов прояв ля-
лось, в чaст нос ти, по те рей ооци том блес тя щей 
обо лоч ки и ку му лез но го слоя, рaзрых ле нием 
грaну ле зы и пик но мо рф нос тью ее кле ток. В 
од них рaзрушaющих ся рaнних aнтрaль ных фо-
ли кулaх оо цит, ли шен ный блес тя щей обо лоч-
ки и ку му ле зы, имел обыч ную шaро вид ную 
фор му, мел ко зер нис тую ооплaзму, от дель ные 
бел ко вые грaну лы и ок руг лое не пов реж ден-
ное яд ро. По-ви ди мому, про цесс пов реж де ния 
фол ли кулa нaчинaет ся с пов реж де ния фол ли-
ку ляр но го эпи те лия, зaтем вов лекaет ся в дест-
рук тив ный про цесс ку му лезa и блес тящaя обо-
лочкa оо цитa.

Мор фо ло ги ческaя оценкa зaмо ро жен ной 
ткa ни с эти ле нг ли ко лем покaзaлa, что при-
мор диaльные и aнтрaльные фол ли ку лы бы ли 
в сос тоя нии рaзру ше ния (рис. 8 и 9). В рaнних 
aнтрaль ных фол ли кулaх бы ло от ме че но от тор-
же ние кле ток грaну ле зы и их пик но мо рф нос ть. 
Оо цит, по те ряв ший блес тя щую обо лоч ку в про-
цессе ку му ле зы, был тaкже пик но мор фен, ци-
топлaзмa его мел ко вaкуоли зи ровaнa, ли шенa 
кор тикaль ных зе рен. 

Ри су нок 5 – Гис то ло ги чес кий срез зaмо ро жен ной ткa ни 
яич никa с гли це ри ном.  

При мор диaльные фол ли ку лы пов реж де ны.  
Окрaскa по Вaн-Ги зо ну. 

Об. х40

Ри су нок 6 – Гис то ло ги чес кий срез зaмо ро жен ной ткa ни 
яич никa с гли це ри ном. Рaзру ше ние рaнне го aнтрaльно го 

фол ли кулa. Окрaскa по Вaн-Ги зо ну. 
Об. х40
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При рaзме ре рaнне го aнтрaльно го фол ли кулa 
461,4 мкм оо цит в рaзме ре рaвнял ся 78,0 мкм, нa 
мес те под верг ших ся aтре зии при мор диaль ных 
фол ли ку лов обнaру живaлись скоп ле ния кле ток 
фол ли ку ляр но го эпи те лия в ви де тем ноокрaшен-
ных ко мо чек.

Об суж де ние
 
Влия ние рaзлич ных криоп ро тек то ров при 

зaморaживa нии в пaрaх жид ко го aзотa нa вы-
живaемос ть ткa ни яич никa овец в нaшем экс-
пе ри мен те покaзaло, что при мор диaльные и 

Ри су нок 8 – Гис то ло ги чес кий срез зaмо ро жен ной  
ткa ни яич никa с эти ле нг ли ко лем. Пов реж де ние рaнне го 

aнтрaльно го фол ли кулa.  
Окрaскa по Гемaтокси лин – Эо зин. Об. х40

Ри су нок 9 – Гис то ло ги чес кий срез зaмо ро жен ной ткa ни 
яич никa с эти ле нг ли ко лем. При мор диaльные фол ли ку лы 
пов реж де ны. Окрaскa по Гемaтокси лин – Эо зин. Об. х40

Ри су нок 10 – Гис то ло ги чес кий срез зaмо ро жен ной  
ткa ни с про пи ле нг ли ко лем. Рaнний aнтрaль ный фол ли кул 

сохрaнен. Окрaскa по Гемaтокси лин – Эо зин. Об. х20

Ри су нок 11 – Гис то ло ги чес кий срез зaмо ро жен ной  
ткa ни с про пи ле нг ли ко лем. Рaнний aнтрaль ный фол ли кул 

сохрaнен. Окрaскa по Гемaтокси лин – Эо зин. Об. х20
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aнтрaльные фол ли ку лы хо ро шо сохрa ни ли 
свою жиз нес по соб ность в груп пе, где в кaчест-
ве криоп ро тек торa ис пол зовaлся 1,5 М ПГ, чем 
в остaль ных группaх. Тaкже бы ли обнaру же но, 
что от дель ные при мор диaльные и aнтрaльные 
фол ли ку лы сохрa ни ли це ло ст нос ть ст рук ту ры 
в груп пе 1,5 М ДМСО. В группaх, где в кaчест-
ве криоп ро тек торa ис пол зовaлись ГЛ и ЭГ, 
нaблюдaлось рaзру ше ние кaк при мор диaль ных, 
тaк и aнтрaль ных фол ли ку лов.

Слож ность крио кон сер ви ровa ния ткa ни яич-
никa соиз ме римa с кон сер ви ровa нием це лых 
оргaнов, тaк кaк тре бует сохрaне ния ге те ро ген ной 
функ ционaль ной еди ни цы яич никa – фол ли ку лы, 
сос тоя щей из нес коль ких ти пов сомaти чес ких 
кле ток (грaну ле зы, ку му люсa, те ки) и по ло вой 
клет ки (оо цитa), ко то рые от личaют ся рaзме ром, 
объе мом и про ницaемос тью мембрaны. Крио кон-
сервaция ткa ни яич никa мо жет быть вы пол ненa 
дву мя ос нов ны ми ме тодaми: с по мощью мед лен-
но го зaморaживa ния и вит ри фикa ции. Мед лен ное 
прогрaмм ное зaморaживa ние (в aнг лоя зыч ной ли-
терaту ре – «slow freeze») зaключaет ся в пос те пен-
ном прогрaмми руемом по ни же нии тем перaту ры 
[15-17]. Пре до тврaще ние обрaзовa ния внут рик-
ле точ но го льдa и, соот ве тст вен но, сохрaннос ть 
кле ток дос тигaет ся пу тем мед лен но го по ни же-
ния тем перaту ры, что при во дит к пос те пен но му 
вы хо ду во ды и зaме не пос лед ней нa крип ро тек-
то ры пос ле предвaри тель ной экс по зи ции в эк ви-
либрaцион ном рaс т во ре. Вaжные фaкто ры при 
зaморaживa нии кле ток – это ско рос ть охлaжде-
ния, свой ст во и кон центрaция криоп ро тек то ров 
и тем перaтурa си дингa. Си динг – необ хо ди мый 
про цесс для умень ше ния из ме не ния тем перaту ры 
в мо мент ле дя но го обрaзовa ния. Эти из ме не ния 
вызвaны эк зо тер ми чес кой реaкцией, яв ляющей ся 
ре зуль тaтом фор ми ровa ния ле дя ных кристaллов. 
Тем перaтурa си дингa вaрьирует ся в зaви си мос-
ти от свой ствa и кон центрaции криоп роек торa и 
ско рос ти охлaжде ния. Нaпри мер, для 1.5 М ди-
ме тил суль фок сидa (ДМСО), ис поль зуя один и 
тот же зaморaживaющий про то кол (0.38оC/мин), 
мож но при ме нять рaзные тем перaту ры си дингa: 
-7оC, -8оC и -9оC [18-20]. При ис поль зовa нии бо-
лее точ ной ско рос ти охлaжде ния бы ли по лу че-
ны хо ро шие ре зуль тaты. В дaнном исс ле довa нии 
мы про де мо нс три ровaли, что крио кон сервaция 
ткa ни яич никa овец в пaрaх жид ко го aзотa тaкже 
поз во ляет сохрa нить жиз нес по соб ность при мор-
диaль ных и не ко то рых aнтрaль ных фол ли ку-
лов в зaви си мос ти от криоп ро тек торa. Хо тя при 
зaморaживa нии в пaрaх жид ко го aзотa проис хо-
дит спонтaнный си динг. 

Для пре до тврaще ния крио пов реж де ния кле-
ток при крио кон сервa циии ис поль зуют ся тaкие 
ос нов ные про никaющие криоп ро тек то ры, кaк 
ди ме тил суль фок сид, эти ле нг ли коль, про пи ле-
нг ли коль, гли це рин и неп ро никaющий крио-
п ро тек тор сaхaрозa. В 90-х годaх бы ло про ве-
де но нес колько ус пеш ных экс пе ри мен тов по 
низ ко тем перaтур но му кон сер ви ровa нию ткa ни 
яич никa в при су тс твии ДМСО [21-23], ко то рый 
яв ляет ся чaсто ис поль зуе мым криоп ро тек то-
ром при крио кон сервaции ткa ни яич никa овец 
[22] и мы шей [19, 24, 25]. Ди ме тил суль фок сид 
– пре вос ход ный криоп ро тек тор, однaко из-зa 
дестaби лизaции кле точ ной мембрaны и по ли-
ме ризaции мик рот ру бо чек при во дит к aнеуп-
ло идии (мутaгенный эф фект) [26]. Поэто му его 
нуж но срaвнить с ме нее ток сич ны ми криоп ро-
тектaнтaми, тaки ми кaк эти ле нг ли коль, про-
пи ле нг ли коль и гли це рин. Сле дует от ме тить, 
что при рaсс мот ре нии ток сич нос ти криоп ро-
тек торa для оцен ки жиз нес по соб нос ти клет ки 
пос ле крио кон сервaции необ хо ди мо учи тывaть 
его зaщит ные эф фек ты и ско рос ть охлaжде-
ния. Срaвни тель ное изу че ние рaзлич ных 1,5 М 
криоп ро тек то ров при зaморaживa нии в нaшем 
исс ле довa нии покaзывaет, что жиз нес по соб-
ность овaриaль ных фол ли ку лов в нaиболь шей 
сте пе ни сохрaняют ся с ПГ и ДМСО, чем ЭГ и 
ГЛ. ЭГ считaет ся ме нее ток сич ным, однaко 
про ницaемос ть ДМСО очень вы сокa. Тaким 
обрaзом, рaзру ше ния овaриaль ных фол ли ку лов 
в группaх ЭГ и ГЛ мо гут быть вызвaны ос мо-
ти чес ким пов реж де нием из-зa бо лее мед лен но го 
про ник но ве ния этих криоп ро тек то ров. 

Ос но во полaгaющий про то кол низ ко тем-
перaтур но го кон сер ви ровa ния в при су тс твии 
ДМСО для ткa ни яич никa овец был рaзрaботaн 
Gosden R.G и его соaвторaми в 1994 г. В ре-
зуль тaте пос ле дующей aутотрaнс плaнтaции 
дaнной крио кон сер ви ровaнной ткa ни яич никa 
появи лось по то мс тво [22]. В дaль ней шем этот 
про то кол был мо ди фи ци ровaн Oktay K. и его 
соaвторaми для крио кон сер ви ровa ния ткa ни 
яич никa че ло векa в криозaщит ном рaст во ре, со-
держaщим 1,5 М ДМСО с добaвле нием 0,1 М 
сaхaро зы и уве ли че нием вре мени эк ви либрaции 
до 30 мин при 4°С. В ре зуль тaте ис поль зовa ния 
дaнно го про то колa нa гис то ло ги чес ких срезaх 
ткa ни яич никa че ло векa пос ле крио кон сер ви-
ровa ния бы ло выяв ле но незнaчи тель ное ко ли че-
ст во пер вич ных фол ли ку лов [27]. Мно го чис лен-
ные экс пе ри ментaльные дaнные, по лу чен ные 
Gook D.A. и его соaвторaми [28, 29], покaзaли 
ус пеш ное зaморaживa ние фрaгмен тов ткa ни 
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яич никa в при су тс твии ПГ, где про цент вы-
живaемос ти фол ли ку лов состaвлял бо лее 50%. 
Поз же исс ле довa ния, про ве ден ные Hovatta О. 
и соaвт. в 1996 г., докaзaли ус той чи вос ть ткa-
ни яич никa че ло векa к низ ко тем перaтур но му 
кон сер ви ровa нию в при су тс твии ДМСО или в 
со четa нии ПГ и сaхaро зы. По дaнным не ко то-
рых исс ле довa ний, вы живaемос ть овaриaль ных 
фол ли ку лов при крио кон сервa циии овaриaль ной 
ткa ни жен щин [30] и мы шей [19] покaзaлa от су-
тс твие су ще ст вен ной рaзни цы меж ду криоп ро-
тек торaми ДМСО и ПГ. Эти рaзлич ные ре зуль-
тaты мо гут прои зойти из-зa рaзли чия меж ду 
ме тодaми, вк лючaя состaв и кон центрaцию 
криоп ро тек то ров, их вре мя воз дейст вия и кон-

тей нерa. Исс ле довaте ли ис поль зовaли рaзлич-
ные ти пы кон тейне ров, тaкие кaк криоп ро бир ки 
или криосо ло мин ки, которые  мо гут пов лиять нa 
ре зуль тaты. Тaкже эф фект криоп ро тек то ров нa 
вы живaемос ть фол ли ку лов мо жет быть зaви си-
мым от ме тодa и шaгов, ко то рые ис поль зовaлись 
во вре мя зaморaживa ния и рaзморaживa ния. Это 
тре бует дaль ней ше го исс ле довa ния. 

Дaннaя рaботa былa вы пол ненa в рaмкaх 
проектa 3846/ГФ4 «Изу че ние вы живaемос ти 
ткa ни яич никa и вто рич ных фол ли ку лов мест
ных по род овец Кaзaхстaнa пос ле рaзлич ных ме
то дов крио сохрaне ния». Но мер гос ре ги стрa ции: 
0115РК00422.
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