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В работе изучена динамика истончения блестящей оболочки эмбриона мыши в результате процеду-
ры вспомогательного лазерного хетчинга, проводимой на стадии бластоцисты. В качестве модель-
ных выбраны эмбрионы мыши, предварительно подвергнутые циклу заморозки–разморозки
(криоэмбрионы). Для микрохирургии оболочки использовались лазерные импульсы фемтосекунд-
ной длительности (длина волны излучения – 512 нм, длительность импульса – 100 фс, интенсив-
ность – 2.5 ТВт/см2). Толщина оболочки измерялась перед микрохирургией на стадии бластоцисты
(~Е3.5, т.е. 3.5 дня эмбрионального развития) и на стадии хетчинга (т.е. вылупления эмбриона из обо-
лочки, ~Е5). Обнаружено, что блестящая оболочка эмбрионов контрольной группы (криоэмбрионы, не
подвергнутые лазерному воздействию) истончается сильнее (с 6.6 (Е3.5) до 4.9 мкм (Е5)) по сравнению
с экспериментальными эмбрионами после процедуры вспомогательного лазерного хетчинга (с 7.1 (Е3.5)
до 6.4 мкм (Е5)). И в первом, и во втором случаях изменения толщины оболочки являлись статистически
значимыми. Полученные результаты сопоставлены с данными для “свежих” эмбрионов, не подвергав-
шихся процедуре криоконсервации. Выраженного эффекта “затвердевания” блестящей оболочки у
криоэмбрионов по сравнению со “свежими” эмбрионами не выявлено. Применение процедуры вспо-
могательного лазерного хетчинга криоэмбрионов позволило повысить вероятность успешного хетчинга
по сравнению с эмбрионами контрольной группы с 38.5 до 52.5%.
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ВВЕДЕНИЕ
Несмотря на то что лазеры появились только в

середине прошлого столетия, область их приме-
нения быстро расширялась и не ограничивалась
фундаментальными физическими исследования-
ми. Уже в середине 1960-х гг. доктор медицины,
дерматолог Л. Голдман (University of Cincinnati Col-
lege of Medicine), восхищенный возможностями,
которые открывали лазерные технологии, опубли-
ковал первое исследование, оказавшееся осново-
полагающим для областей лазерной эпиляции,
лечения варикоза и лазерного удаления татуиро-
вок [1]. Примерно в это же время отечественные
ученые из Института квантовой электроники
“НИИ Полюс” под руководством профессора
М.Ф. Стельмаха проводили пионерские исследо-
вания в области лазерной медицины, и в 1970 г.
был создан первый отечественный лазерный хи-
рургический комплекс на базе непрерывного уг-
лекислотного лазера (“Скальпель-1”) [2], обеспе-
чивший возможность проведения бескровных
операций на поверхностных тканях и внутренних

органах. Помимо данного комплекса и других ла-
зерных аппаратов общемедицинского назначения
(УФЛ-01 – “Ягода”, “Узор”, “Квант-15” и др.)
разработаны специализированные лазерные ком-
плексы для отдельных областей медицины, в
частности для стоматологии (“Ланцет”, “Опто-
дан” и “Стокос”).

В настоящее время применение лазеров в ме-
дицине не ограничивается стоматологией, офталь-
мологией, дерматологией, оториноларингологией
и другими областями, где воздействие осуществля-
ется на органном и тканевом уровнях [3, 4]. Разви-
ваются новые направления, в которых высокосе-
лективное лазерное воздействие выполняется на
клеточном уровне, в частности, для проведения
различных манипуляций на половых клетках че-
ловека и животных. Еще в 1981 г. М. Бернс [5], а
позднее и другие исследователи [6] отмечали пре-
имущества применения лазеров в биологии раз-
вития и эмбриологии. Важно отметить, что поло-
жительный эффект наблюдается при воздействии
лазерного излучения как на мужские, так и на
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женские половые клетки. В многочисленных ис-
следованиях показана возможность улучшения
подвижности сперматозоидов [6], а также их эф-
фективная лазерная иммобилизация (например,
для дальнейшей интрацитоплазматической инъ-
екции сперматозоида в цитоплазму яйцеклетки)
[7, 8]. Применительно к женским половым клет-
кам (неоплодотворенным яйцеклеткам и оплодо-
творенным яйцеклеткам (зиготам) на ранних ста-
диях развития) воздействие лазерного излучения
в основном осуществляется на так называемую
блестящую оболочку – zona pellucida (ZP), кото-
рая схематично изображена на рис. 1а. Основной
целью такого воздействия является нарушение
целостности оболочки, в результате чего становится
возможным или значительно упрощается выполне-
ние целого ряда процедур. К ним относятся интра-
цитоплазматическая инъекция сперматозоида с це-
лью оплодотворения, биопсия бластомеров (забор
клеток эмбриона для дальнейшей преимплантаци-
онной генетической диагностики), процесс “вы-
лупления” эмбриона (рис. 1б) из оболочки (хет-
чинг от англ. to hatch – вылупляться) для последу-
ющей имплантации в стенку матки и др.

Настоящая работа посвящена изучению особен-
ностей вылупления эмбрионов после лазерного
воздействия на оболочку и оценке динамики из-
менения самой оболочки при наличии и отсут-
ствии лазерного воздействия. Следует отметить,
что хетчинг эмбриона (рис. 1б) является важней-
шим этапом развития, необходимым для его даль-
нейшей успешной имплантации. Для эмбрионов,
которые по оценке специалиста могут иметь слож-
ности с естественным вылуплением из оболочки,
показано применение процедуры локальной де-
струкции или истончения блестящей оболочки,
так называемого вспомогательного хетчинга. Со

временем механические и химические средства
деструкции ZP были практически вытеснены ла-
зерными инструментами, а метод получил назва-
ние вспомогательного лазерного хетчинга (ВЛХ).
В клинической практике для выполнения ВЛХ в
основном применяются лазеры с длительностью
импульсов от сотен микросекунд до нескольких
миллисекунд. Воздействие лазерного импульса с
типовыми параметрами мощности 300 мВт и дли-
тельностью порядка 0.6 мс приводит к локально-
му нагреву среды в области фокусировки до не-
скольких сотен градусов [9] и разрушению белков
ZP в радиусе ~5 мкм. Для сведения к минимуму
риска термического повреждения клеток эмбрио-
на указанную процедуру рекомендовано выпол-
нять на ранних сроках развития эмбриона, когда
расстояние между клетками и оболочкой (пери-
вителлиновое пространство) достаточно велико
(~20 мкм) [10]. В то же время локальная деструк-
ция оболочки на более поздних стадиях преим-
плантационного развития эмбриона имеет свои
преимущества. Поэтому для решения данной про-
блемы в настоящей работе предлагается исполь-
зовать лазерный источник излучения, генериру-
ющий импульсы более короткой длительности, а
именно фемтосекундной. Фемтосекундные ла-
зерные источники нашли широкое применение в
различных областях науки: от создания источни-
ков ТГц-излучения и проведения исследований с
их использованием [11] до изучения процессов
сверхбыстрого переноса энергии в веществе в
сильно неравновесном состоянии [12].

Возможность успешного применения пико- и
фемтосекундных лазерных импульсов для реше-
ния актуальных задач биологии развития и ре-
продуктивной медицины продемонстрирована в
многочисленных исследованиях (см. обзоры [13,
14]). В основе механизма взаимодействия фемто-
секундных лазерных импульсов с водной средой
(к которым можно отнести и биологические объ-
екты) лежат процессы многофотонного (а не ли-
нейного, как в случае с миллисекундными импуль-
сами) поглощения [15]. При этом процесс разру-
шения белков, составляющих основу ZP, носит
преимущественно нетепловой характер – увели-
чение температуры в области фокусировки лазер-
ного пучка при микрохирургии ZP ультракоротки-
ми лазерными импульсами не превышает 3°С [16]
(механизмы разрушения и критерии их действия
на биообъекты рассмотрены подробно в [15]). Со-
вокупность этих факторов обеспечивает воз-
можность предельной локализации области воз-
действия и формирование надреза на оболочке
шириной порядка 1 мкм, что меньше размера
сфокусированного лазерного пучка. Преимуще-
ства использования импульсов фемтосекундной
длительности, включая минимальное тепловое
воздействие и предельно узкую ширину надреза
блестящей оболочки, были использованы ранее

Рис. 1. Лазерная микрохирургия блестящей оболочки
эмбриона млекопитающего на одной из преимплан-
тационных стадий развития (стадии бластоцисты) в
рамках процедуры ВЛХ: (а) – схематическое пред-
ставление лазерной микрохирургии блестящей обо-
лочки эмбриона млекопитающего на стадии бласто-
цисты, (б) – пример эмбриона мыши спустя 24 ч по-
сле микрохирургии оболочки, успешно проходящего
стадию хетчинга.

(а) (б)
Отверстие
в оболочке

Лазерное излучение

Прозрачная оболочка (ZP) 50 мкм
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СИТНИКОВ и др.

для деликатной диссекции ZP при биопсии по-
лярного тельца [17], а также воплощены в техно-
логиях управляемого вспомогательного хетчинга
[18] и лазерной маркировки преимплантацион-
ных эмбрионов [19, 20].

Процедура ВЛХ может осуществляться как на
свежих эмбрионах, так и на эмбрионах, подверг-
нутых процедуре криоконсервации. Успешное
применение фемтосекундных лазерных импуль-
сов для ВЛХ свежих эмбрионов, находящихся на
поздних стадиях преимплантационного развития
(на стадии бластоцисты), продемонстрировано в
[18]. Но с учетом того, что в клинической практи-
ке все чаще в циклах экстракорпорального оплодо-
творения применяется технология криоконсерва-
ции эмбрионов, актуальным является исследова-
ние возможности применения фемтосекундных
лазерных импульсов для ВЛХ эмбрионов, под-
вергнутых заморозке и последующему размора-
живанию (криоконсервированные или криоэм-
брионы). Одной из особенностей ВЛХ эмбрионов
после криоконсервации и размораживания может
быть факт того, что блестящая оболочка частично
изменила свои свойства. Гипотеза об уплотне-
нии/“затвердевании” блестящей оболочки крио-
эмбрионов в настоящее время активно обсуждается
среди специалистов [21]. В связи с этим получение
данных о динамике изменения толщины блестя-
щей оболочки эмбрионов, подвергнутых циклу
заморозки–разморозки и лазерному воздействию
при выполнении процедуры ВЛХ, является важ-
ной задачей. В рамках настоящей работы исследо-
вана динамика изменения толщины блестящей
оболочки криоэмбрионов в результате процедуры
ВЛХ, когда нарушение целостности ZP проводится
не на стадии зиготы (как описано в [20]), а на бо-
лее поздней стадии – стадии бластоцисты. Про-
ведено сравнение с данными для эмбрионов, не
подвергавшихся циклу заморозки–разморозки,
что позволяет получить дополнительную инфор-
мацию об изменении характеристик оболочки и
представляет интерес как с научной, так и с прак-
тической точек зрения.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ УСТАНОВКА

Для микрохирургии эмбрионов использова-
лась установка – фемтосекундный лазерный
скальпель (рис. 2), созданная в ОИВТ РАН [22].
Источником импульсов фемтосекундной дли-
тельности служила лазерная система ТЕТА
(“Авеста”, Троицк). Лазерное излучение, заве-
денное в боковой порт инвертированного микро-
скопа Olympus IX-71, фокусировалось в пятно
диаметром ~2 мкм по полувысоте. Для микрохи-
рургии эмбрионов использовались лазерные им-
пульсы со следующими параметрами: длительность
импульса – 280 фс, энергия – 20 нДж, длина волны
излучения – 514 нм, частота следования импуль-

сов – 2.5 кГц. Эмбрионы помещались в чашки
Петри со стеклянным дном толщиной 170 мкм в
среду для культивирования. Эмбрион в чашке Пет-
ри, установленной на моторизованном предметном
столике микроскопа (Märzhäuser Wetzlar; Герма-
ния), перемещался относительно неподвижного
лазерного луча. Излучение фокусировалось в эква-
ториальной плоскости – плоскости максимального
сечения эмбриона. Интенсивность в фокусе микро-
объектива (20 × 0.5 UPlanFL, Olympus, Япония) при
выполнении микрохирургических процедур со-
ставляла 2.5 ТВт/см2. Изображение эмбриона, ре-
гистрируемое камерой DFK 72AUC02 (The Imaging
Source; Германия), выводилось на экран персо-
нального компьютера. Микрохирургия эмбриона
осуществлялась в автоматизированном режиме.
Оператор задавал траекторию движения лазерного
луча поверх изображения эмбриона в специали-
зированном программном обеспечении, управ-
ляющем работой лазера и моторизованного сто-
лика, и запускал процедуру на выполнение.

ОБЪЕКТ ИССЛЕДОВАНИЯ

Лазерной микрохирургии блестящей оболочки
подвергались эмбрионы мыши, предварительно
прошедшие цикл заморозки/разморозки, нахо-
дящиеся на стадии бластоцисты. Эмбрионы мы-
ши достигают данной стадии развития спустя
примерно 3.5 сут после оплодотворения (обозна-
чение Е3.5). Подробная информация о получе-
нии эмбрионов, протоколе криоконсервации–

Рис. 2. Схема экспериментальной установки: 1 – фем-
тосекундный лазер; 2 – преобразователь излучения
во вторую гармонику; 3 – узел ослабления лазерного
излучения; 4 – узел телескопа; 5 – механический
прерыватель лазерного излучения; 6, 7 – зеркала на
длину волны лазерного излучения; 8 – микрообъектив;
9 – моторизованный предметный столик; 10 – чашка
Петри с эмбрионами; 11 – конденсор микроскопа;
12 – осветитель; 13 – видеокамера; 14 – инвертиро-
ванный микроскоп.
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разморозки и их последующем культивировании
представлена в Приложении. Для получения экс-
периментальных данных эмбрионы мыши (всего
116 штук) разделены на две группы: эксперимен-
тальную (Э) – 59 штук и группу параллельного
контроля (ПК) – 57 штук. Лазерная диссекция
проводилась вне CO2-инкубатора при комнатной
температуре. Эмбрионы из группы параллельно-
го контроля находились вне инкубатора столько
же времени, сколько и эмбрионы эксперимен-
тальной группы, но не подвергались воздействию
лазерного излучения. Каждая чашка Петри со-
держала три капли со специализированной сре-
дой, в двух каплях находились эмбрионы экспе-
риментальной группы, а в третьей – эмбрионы из
группы параллельного контроля.

На рис. 3а представлен эмбрион с нанесенной
типовой траекторией лазерного воздействия, ко-
торая состоит из трех элементов. Надрез вдоль ли-
нии 1 предназначен для нарушения целостности
блестящей оболочки и выполнялся на глубину 80–
90% от ее толщины. Линии 2, 3 являются вспомога-
тельными и служат для подтверждения вылупления
эмбриона через сформированный надрез 1.

Каждый эмбрион подвергался фоторегистрации
до и после лазерной микродиссекции. Микродис-
секция по заданной траектории осуществлялась с
помощью управления включением/выключением
лазерного излучения, синхронизованного с движе-
нием моторизованного предметного столика. Вре-
мя диссекции оболочки одного эмбриона при
скорости перемещения столика 10 мкм/с состав-
ляло несколько секунд. Общее время, затрачива-
емое на фоторегистрацию и лазерную микродис-
секцию одного эмбриона (включая поиск эмбри-
она в чашке Петри и его разметку), не превышало
1.5 мин. Отчетливо видимый сформированный
надрез оболочки (рис. 3б), соответствующий задан-
ной траектории, свидетельствовал об успешном вы-

полнении микрохирургии оболочки эмбриона.
Вылупление эмбрионов происходило, как пра-
вило, на пятые сутки после оплодотворения (Е5).
В этот же день осуществлялась повторная фоторе-
гистрация эмбрионов, позволяющая оценить дина-
мику изменения толщины блестящей оболочки эм-
брионов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Измерение толщины оболочки Δ проводилось

в четырех разных областях с угловым шагом ~90°
для каждого эмбриона экспериментальной группы
на момент выполнения операции (стадия Е3.5).
Расстояние от внешней до внутренней границы
блестящей оболочки эмбриона измерялось по
выполненным фотографиям в пикселях в про-
грамме ImageJ. Для перевода полученных зна-
чений в мкм использовался коэффициент пере-
носа К = 0.108 мкм/пиксель, измеренный с помо-
щью шпальной миры (решетка Ронки), временно
установленной на предметный столик микроскопа.
Аналогичные измерения выполнены и для эмбрио-
нов контрольной группы (Е3.5), а впоследствии –
на стадии вылупления эмбриона (стадия E5) или
после ее окончания в обеих группах.

Данные о толщине блестящей оболочки эмбри-
онов экспериментальной и контрольной групп,
подвергнутых процедуре криоконсервации, пред-
ставлены на рис. 4а, 4б. Анализ данных выявил
распределения значений величин, отличные от
нормального, поэтому при поиске статистически
значимых и незначимых различий использованы
непараметрические критерии оценки. Медиан-
ное значение Δav толщины ZP эмбрионов кон-
трольной группы (рис. 4б) демонстрирует стати-
стически значимое уменьшение с 6.63 мкм (ин-
терквартильный размах (ИКР) 6.05–7.37) на
стадии E3.5 до 4.94 (4.63–5.37) на стадии E5 (ис-
пользован критерий Уилкоксона для связанных
выборок p < 0.05). В экспериментальной группе
истончение блестящей оболочки выражено суще-
ственно меньше – Δav(E3.5) = 7.12 мкм (ИКР –
6.51–7.63) и 6.36 (5.76–7.2) на стадии E5, однако
это изменение также является статистически зна-
чимым. Проведенная статистическая обработка
экспериментальных данных (с использованием
U-критерия Манна−Уитни) подтвердила стати-
стически значимое различие (p < 0.05) значений
толщины ZP (Е5) криоэмбрионов в цикле есте-
ственного вылупления и после процедуры ВЛХ.

Для сравнения на рис. 4в, 4г представлены
данные, полученные для эмбрионов [23], не под-
вергавшихся процедуре криоконсервации (в ино-
странной литературе fresh embryos – свежие эмбри-
оны). И если для контрольной группы изменение
толщины оказалось также статистически значимо –
с 6.35 мкм (5.48–6.75, E3.5) до 5.18 (4.77–5.69, E5),
то для экспериментальной изменения оказались

Рис. 3. Фотографии эмбриона: (а) – до проведения
микрохирургии оболочки с нанесенной поверх
изображения траекторией движения лазерного луча:
1 – надрез для истончения оболочки; 2, 3 – вспомо-
гательные надрезы; (б) – результат лазерного воз-
действия; стрелки – области измерения толщины
оболочки Δ.
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несущественными: 6.58 мкм (6.15–7.22, E3.5) про-
тив 6.15 (5.57–7.02, E5). Проводя сравнение име-
ющихся данных, можно сделать следующие вы-
воды. В контрольных группах как для криоэмбри-
онов, так и для свежих эмбрионов истончение
блестящей оболочки более значительно по сравне-
нию с эмбрионами экспериментальных групп. При
сравнении данных для экспериментальных групп
можно предположить, что в группе свежих эм-
брионов лазерная микрохирургия блестящей обо-
лочки практически останавливала процесс даль-
нейшего истончения оболочки (что тем не менее
не мешало успешному хетчингу), а в группе крио-
эмбрионов истончение оболочки после процеду-
ры микрохирургии продолжалось, хоть и не было
столь активным, как в контрольной группе.

Для интерпретации полученных результатов
важно понимание механизма хетчинга эмбрио-
нов млекопитающих в целом. В работе [24] отме-
чено, что данный механизм и предикторы его эф-
фективности известны исследователям не в полной
мере и требуют дальнейшего изучения. Несмотря
на это, схему процесса вылупления эмбриона в
общих чертах можно описать следующим обра-
зом [25]. Достигая стадии бластоцисты, эмбрион
начинает активно транспортировать воду в по-
лость бластоцисты, увеличиваясь при этом в диа-

метре и оказывая механическое воздействие на
оболочку. Блестящая оболочка испытывает растя-
гивающие напряжения и постепенно истончается.
При превышении определенного порогового зна-
чения растягивающих напряжений происходит
разрыв оболочки с образованием щелевидного от-
верстия, через которое бластоциста может поки-
нуть оболочку, совершая при этом серию сжатий
и раздуваний и увеличиваясь в размере. Что каса-
ется самой оболочки, то при превышении растя-
гивающими напряжениями предела текучести
среда перестает демонстрировать упругие свой-
ства и испытывает пластические деформации.
Это объясняет тот факт, что толщина оболочки по-
сле вылупления эмбриона не возвращается к свое-
му первоначальному значению, несмотря на пре-
кращение действия растягивающих напряжений.

Помимо динамических механизмов хетчинга
существуют еще и молекулярные, к которым
можно отнести ферментативную деградацию бле-
стящей оболочки, а также участие цитокинов,
гормонов, факторов роста и пр. в регуляции хет-
чинга. Тем не менее, несмотря на наличие сразу
нескольких механизмов хетчинга (биомеханиче-
ского и молекулярного), исследования in vitro по-
казали, что в некоторых случаях более 75% всех
морфологически нормальных бластоцист челове-

Рис. 4. Изменение толщины ZP в процессе развития криоэмбрионов в (а) экспериментальной и (б) контрольной груп-
пах в сравнении с данными для свежих эмбрионов (в) экспериментальной и (г) контрольной групп из [23] на стади-
ях Е3.5 и Е5: 1 – 25–75% ИКР, 2 – вариация, 3 – медиана, 4 – среднее.
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ка не могут успешно завершить хетчинг. В част-
ности, в [26] показано, что при использовании
для оплодотворения метода интрацитоплазмати-
ческой инъекции сперматозоида (ИКСИ) успеш-
но завершить хетчинг смогли только 23.2% бласто-
цист. В подобных случаях для повышения вероят-
ности успешного вылупления целесообразным
является применение процедуры ВЛХ (в [26] с ее
помощью удалось увеличить количество успешно
вылупившихся ИКСИ-эмбрионов до 77.8%). Ло-
кальное истончение оболочки с помощью лазер-
ного излучения приводит к тому, что разрыв обо-
лочки происходит при меньших значениях растяги-
вающих напряжений, чем в контрольной группе.
Это подтверждается сравнением полученных зна-
чений Δav в экспериментальной и контрольной
группах (6.4 и 4.94 мкм соответственно).

В [26] отмечается, что используемый метод
оплодотворения (ЭКО или ИКСИ) может ока-
зывать влияние на затвердевание блестящей
оболочки и ее структуру. Однако это не един-
ственный фактор, способный изменить характе-
ристики оболочки. Полагают, что криоконсерва-
ция ооцитов/эмбрионов тоже может вызывать
“затвердевание” оболочки [21, 27]. Данный эф-
фект обусловлен слиянием кортикальных гранул
с плазматической мембраной и высвобождением
их содержимого в слои блестящей оболочки (см.
обзор [28]). Процесс слияния мембран является
кальций-зависимым и применение таких крио-
протекторов, как диметилсульфоксид (DMSO) и
этиленгликоль, приводит к увеличению его уровня
в клетках, усиливая эффект затвердевания [29, 30].
В настоящей работе для криоконсервации эмбрио-
нов использованы растворы B-VIT, отличающиеся
сниженным содержанием DMSO – 10% (в отличие
от зарубежных аналогов, содержащих порядка
15% DMSO), и В-REV, не содержащий DMSO
(ЗАО “Протеинсинтез”, Россия). Это увеличило
допустимое время нахождения эмбрионов в рас-
творах и повысило безопасность метода в целом.
Полагается, что это может объяснить отсутствие
эффекта затвердевания блестящей оболочки, ис-
ходя из полученных экспериментальных данных.

Фоторегистрация эмбрионов на этапе хетчин-
га позволила получить данные об успешности вы-
лупления эмбрионов в разных группах. Несмотря
на то что все криоэмбрионы вступили в стадию
хетчинга на момент фоторегистрации, не все
смогли полностью вылупиться из оболочки, т.е. за-
вершить хетчинг. Эмбрионы, успешно завершив-
шие хетчинг (группа А), и эмбрионы, не сумевшие
вылупиться (группа Б), объединены в две группы,
для каждой из которых вычислено медианное
значение толщины оболочки на стадиях E3.5, E5.

Выполнена проверка того, насколько толщина
блестящей оболочки может отличаться в данных
группах и, соответственно, влиять на успешность
хетчинга. Данные измерений представлены в таб-
лице. На стадии E3.5 медианные толщины оболо-
чек не отличаются для групп А и Б как для экспе-
риментальных (в скобках ИКР) – 7.13 мкм (6.26–
7.66) и 7.12 (6.68–7.49), так и для контрольных
эмбрионов: 6.55 мкм (6.15–7.33) и 6.75 (6.0–7.47).
Сравнение медианных значений толщин ZP кон-
трольных эмбрионов на стадии E5 также показа-
ло отсутствие статистически значимых различий
в группах А и Б: 4.98 мкм (4.73–5.42) против 4.94
(4.62–5.33). В группах экспериментальных эм-
брионов E5 значения толщин оболочки превы-
шают значения толщин для группы контрольных
эмбрионов, но статистически значимой разницы
в толщинах между вылупившимися и не вылу-
пившимися эмбрионами не обнаружено: 6.21 мкм
(5.77–6.37) против 6.84 (5.74–7.42). С учетом того,
что разницы в толщинах оболочек между эмбрио-
нами групп А и Б оказались статистически незначи-
мыми, можно предположить, что после начала хет-
чинга толщина блестящей оболочки уже не являет-
ся фактором, определяющим успешность полного
вылупления эмбриона.

Нужно отметить, что полученные эксперимен-
тальные данные подтверждают целесообразность
применения процедуры ВЛХ для криоэмбрионов,
так как успешное завершение хетчинга в экспери-
ментальной группе наблюдалось в 52.5% случаев
(31 из 59 эмбрионов) по сравнению с 38.5% для
контрольной группы (22 из 57 эмбрионов). По
всей видимости, в результате проведения проце-

Измеренные средние толщины блестящей оболочки криоэмбрионов на стадиях E3.5 и E5 для исследованных эм-
брионов

Δav криоэмбрионов экспериментальной группы, мкм Δav криоэмбрионов контрольной группы, мкм

группа А
(31 эмбрион)

группа Б
(28 эмбрионов)

группа А
(22 эмбриона)

группа Б
(35 эмбрионов)

E3.5 E5 E3.5 E5 E3.5 E5 E3.5 E5

Медиана 7.13 6.21 7.12 6.84 6.55 4.98 6.75 4.94
ИКР 6.26–7.66 5.77–6.37 6.68–7.49 5.74–7.42 6.15–7.33 4.73–5.42 6.0–7.47 4.62–5.33
Вариация 5.07–7.96 4.67–7.91 4.98–7.82 4.34–8.48 5.68–8.65 4.92–7.67 4.76–8.38 3.55–7.6
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дуры криоконсервации происходит изменение не
структуры блестящей оболочки, а профиля экс-
прессии генов, отвечающих за выработку фермен-
тов, проводящих к лизису блестящей оболочки.
Данное предположение согласуется с полученны-
ми результатами в виде близких значений толщин
оболочки в обеих группах и снижением доли вылу-
пившихся эмбрионов в результате криоконсерва-
ции по сравнению со свежими эмбрионами [18].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Толщина блестящей оболочки является важ-
ным параметром, оказывающим влияние на раз-
витие эмбриона с момента оплодотворения до им-
плантации. В частности, слишком толстая оболочка
эмбриона может препятствовать его успешному
вылуплению и последующей имплантации. Для
решения данной проблемы зачастую прибегают к
процедуре вспомогательного хетчинга, когда це-
лостность блестящей оболочки нарушается ис-
кусственным образом (например, с помощью ла-
зерного излучения). Несмотря на длительное при-
менение (более 30 лет) лазерной микрохирургии
оболочки в рамках ВЛХ, полноценные данные о
том, как меняются свойства и характеристики обо-
лочки на разных стадиях преимплантационного
развития, практически отсутствуют в литературе.
Детального изучения динамики изменения тол-
щины оболочки в разных случаях (для свежих или
криоэмбрионов, подвергавшихся процедуре ВЛХ
или вылупившихся естественным образом) также
не проводилось.

В настоящей работе проведены исследования
толщины блестящей оболочки эмбрионов мыши,
подвергнутых процедурам криоконсервации и ла-
зерной микрохирургии. Измерение толщины осу-
ществлялось как на стадии бластоцисты (Е3.5), так
и на стадии вылупления (E5). Эмбрионы разделены
на две группы: контрольную (цикл естественного
вылупления) и экспериментальную (после проце-
дуры ВЛХ). Микрохирургия эмбрионов экспери-
ментальной группы осуществлялась фемтосе-
кундными лазерными импульсами. Проведен-
ный анализ выявил статистически значимые
различия в толщине оболочки эмбрионов экс-
периментальной и контрольной групп на стадии
вылупления бластоцисты – 6.4 и 4.9 мкм соответ-
ственно. При этом растяжение блестящей обо-
лочки эмбрионов, подвергнутых ВЛХ, выражено
слабее (7.1 мкм на стадии Е3.5 и 6.4 на стадии Е5)
по сравнению с контрольной группой (6.6 мкм
(Е3.5) и 4.9 (Е5)). Сравнение полученных резуль-
татов с данными для свежих эмбрионов, не под-
вергавшихся процедуре криоконсервации, не обна-
ружило проявления эффекта затвердевания блестя-
щей оболочки криоэмбрионов. Целесообразность
применения процедуры ВЛХ для криоэмбрионов
подтверждается повышением количества эмбрио-

нов, успешно завершивших хетчинг, до 52.5% по
сравнению с 38.5% в контрольной группе.

Исследование выполнено за счет гранта Рос-
сийского научного фонда № 22-24-00608
(https://rscf.ru/project/22-24-00608/) на обору-
довании УНУ “Лазерный тераваттный фемтосе-
кундный комплекс”, входящей в состав ЦКП “Ла-
зерный фемтосекундный комплекс” ОИВТ РАН.

Все манипуляции с животными производились
в соответствии с требованиями Хельсинкской де-
кларации и рекомендациями комиссии по био-
этике Института биологии гена РАН.

ПРИЛОЖЕНИЕ
Животные. Для получения эмбрионов исполь-

зовались гибридные мыши F1 C57Bl/6JхCBA из
питомника Федерального медико-биологическо-
го агентства России (филиал “Столбовая”, Россия).
Животных содержали в контролируемых условиях
(22–24°C при световом режиме 14 : 10 день : ночь) с
доступом к питанию (специализированный экс-
трудированный комбикорм для разведения мы-
шей) и воде ad libitum.

Гормональная стимуляция овуляции. Для полу-
чения большого числа эмбрионов единовремен-
но применялся широко используемый протокол
стимуляции овуляции. В качестве доноров исполь-
зовались неполовозрелые самки весом 10–12 г в
возрасте около 3 нед. Гормональная стимуляция
осуществлялась в соответствии с двухступенча-
тым протоколом: в 13:00 первого дня внутрибрю-
шинно вводился ГСЖК (препарат Фоллимаг,
“Мосагроген”, Россия) из расчета 5 МЕ на одно
животное, через 48 ч внутрибрюшинно вводился
ХГЧ (препарат Хорулон, Merck Animal Health,
США) из расчета 10 МЕ на одно животное, после
чего данные самки ссаживались с самцами для
спаривания.

Получение эмбрионов. Умерщвление животных
осуществлялось путем дислокации шейных по-
звонков. Получение эмбрионов на стадии зиготы
производилось в день обнаружения вагинальной
пробки. Из животного с помощью ножниц выре-
зали яйцеводы и помещали их в предварительно
нагретую до 37°C HEPES-содержащую среду
Ооклин (“Пан-Эко”, Россия). Затем под контро-
лем стереомикроскопа с помощью игл от шпри-
цев вскрывались ампулярные части яйцеводов и
извлекались из них ооцит-кумулюсные комплек-
сы. Затем в данную каплю вносилось примерно
0.03 г гиалуронидазы (препарат Лидаза, “Микро-
ген”, Россия) для очистки зигот от клеток куму-
люса. Полученные зиготы последовательно от-
мывались в четырех каплях среды Ооклин, после
чего переносились в среду для культивирования.

Культивирование эмбрионов до заморозки. Куль-
тивирование эмбрионов до стадии морулы (при-
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мерно 2.5 дня эмбрионального развития, Е2.5)
осуществлялось в четырехлуночных планшетах
(Thermo Fisher Scientific Nunc; США) с использо-
ванием среды для культивирования гамет и эмбри-
онов CSCM-C (Fujifilm Irvine Scientific; США).

Перевозка эмбрионов. Для транспортировки из
ИБГ РАН в ОИВТ РАН замороженные эмбрионы
помещались в сосуд Дьюара с жидким азотом.

Заморозка и разморозка эмбрионов. Криоконсер-
вация и размораживание эмбрионов осуществля-
лись с помощью коммерческих наборов B-VIT (для
витрификации) и Z-REV (для размораживания) в
соответствии с рекомендациями производителя
(ЗАО “Протеинсинтез”, Россия). Эмбрионы на
стадии морулы последовательно помещались в
растворы №№ 1, 2, 3 для криоконсервации со
временем инкубации 5, 5, 0.5 мин соответствен-
но. Инкубация производилась в каплях объемом
200 мкл одновременно группами по 10 эмбрио-
нов. После чего эмбрионы помещались на носи-
тель закрытого типа (криосоломину) для замора-
живания и хранения в жидком азоте (Minitube,
Германия), защитный колпачок на носитель на-
девался непосредственно в жидком азоте.

Для размораживания образцы с эмбрионами
изымались из жидкого азота, защитный колпачок
снимался с носителя и носитель с эмбрионами по-
мещался в каплю объемом 400 мкл раствора № 1
для размораживания. Данная капля имела про-
долговатую форму, чтобы обеспечить полное по-
гружение части носителя для криоконсервации,
несущей эмбрионы, в раствор. Затем эмбрионы
отбирались и последовательно переносились в рас-
творы для размораживания №№ 2, 3, 4 на время ин-
кубирования в них 2, 3, 4 мин соответственно. Объ-
ем капель растворов №№ 2–4 составлял 200 мкл.
Далее эмбрионы помещались в отмывочную среду
(Ооклин, ПанЭко) на 5 мин, после чего произво-
дился их перенос в среду для культивирования.

Культивирование эмбрионов после разморозки.
После разморозки эмбрионы пересаживались в
чашки Петри со стеклянным дном (кат. № 200350;
SPL Lifesciences, Корея) в каплю среды “Бласто-
циста” (“Пан-Эко”, Россия) объемом 20 мкл по
2–3 эмбриона в капле. В одной чашке формиро-
валось по три капли среды, которые покрывались
минеральным маслом (Origio, Дания) для предот-
вращения испарения. Чашки убирались в инку-
батор и эмбрионы доращивались до стадии бла-
стоцисты (примерно 3.5 дня эмбрионального раз-
вития, Е3.5).

Статистическая обработка данных. Статисти-
ческая обработка результатов исследований про-
водилась с помощью пакета прикладных про-
грамм Statistica 7.0 (Dell, США), Microsoft Excel
2013 (Microsoft corporation, США). С использовани-
ем критериев Колмогорова−Смирнова и Шапи-
ро−Уилка проверены гипотезы о нормальности

распределений исследуемых показателей. По-
скольку представленные в работе данные имели
распределения, отличные от нормального, то для
их анализа использовались непараметрические
критерии. В данном случае значимыми показате-
лями служили медиана, квартили (25−75%) и ва-
риация (минимальное и максимальное значения)
исследуемой величины. Для сравнения двух неза-
висимых групп использовался критерий Манна–
Уитни (U-критерий), для сравнения двух зависи-
мых групп – критерий Уилкоксона для связанных
выборок. Критический уровень значимости для
всех статистических критериев принимался рав-
ным 0.05.
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