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В последнее время оболочкам яйцеклеток
(ооцитов) и доимплантационных зародышей уде�
ляют большое внимание (Denker, 2000; Men�
khorst, Selwood, 2008; Van Soom et al., 2010). Одной
из основных оболочек, которая характерна для
всех преимплантационных эмбрионов млекопи�
тающих, является zona pellucida, или, как ее назы�
вают в русскоязычной литературе, прозрачная
оболочка (Амстиславский и др., 1991; Rankin
et al., 2000; Denker, 2000; Menkhorst, Selwood,
2008). Эта структура формируется у млекопитаю�
щих ооцитом и окружающими его фолликуляр�
ными клетками, являясь впоследствии, после
овуляции и оплодотворения ооцита, естествен�
ным барьером между эмбрионом и окружающей
средой; эта основная оболочка играет важней�
шую роль в оплодотворении яйцеклетки (ооцита)
и последующем развитии эмбриона и сохраняет�
ся у большинства видов млекопитающих до ста�
дии поздней бластоцисты (Denker, 2000; Bedford,
2004; Van Soom et al., 2010). Именно благодаря на�
личию zona pellucida размер эмбриона на преим�
плантационных стадиях развития меняется у
большинства млекопитающих незначительно
(Senger, 2003). Исключение составляют предста�

вители семейства хищных (Amstislavsky, 2009), а
также кролики (Böving, 1957) и лошади (Bet�
teridge, 1989). Однако у кролика и лошади, а также
некоторых других животных наряду с прозрачной
оболочкой (или вместо нее) на определенной ста�
дии преимплантационного развития появляются
дополнительные оболочки (Böving, 1957; Bet�
teridge, 1989; Denker, 2000; Menkhorst, Selwood,
2008), состав и свойства которых существенно от�
личаются от zona pellucida. Успех многих совре�
менных репродуктивных технологий зависит от
свойств оболочек преимплантационных эмбрио�
нов (Montag et al., 2000; Papanikolaou et al., 2008;
Kawase et al, 2009; Van Soom et al., 2009; Sills, Paler�
mo, 2010; Van Soom et al., 2010). В данном обзоре
наибольшее внимание уделено роли оболочек эм�
бриона в процессах иммуноконтрацепции, реде�
ривации, замораживания и криоконсервации,
экстракорпорального оплодотворения и некото�
рых других эмбриотехнологических методах.
Наибольшее внимание уделено млекопитающим,
хотя в ряде случаев приведены результаты работ,
полученные на сумчатых. 
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СТРОЕНИЕ И СВОЙСТВА ZONA PELLUCIDA 
И ДРУГИХ ОБОЛОЧЕК 

ПРЕИМЛАНТАЦИОННЫХ ЭМБРИОНОВ 
МЛЕКОПИТАЮЩИХ

Прозрачная оболочка млекопитающих эла�
стична (Schwartz et al., 1996), снабжена порами
(Dudkiewicz, Williams, 1977) и является достаточ�
но прочной барьерной структурой, ограждающей
яйцеклетки и эмбрионы от механических и био�
логических факторов, в частности, от вирусов
(Van Soom et al., 2010). Физические свойства zona
pellucida, такие как характер пористости, проч�
ность, толщина, проницаемость для воды и дру�
гих неорганических компонентов и другие харак�
теристики, изменяются в зависимости от ряда
факторов: вида животного, стадии развития заро�
дыша, а также зависят от того, получен ли эмбри�
он in vivo или in vitro (Van Zoom et al., 2010). Тол�
щина прозрачной оболочки и характеристики
проницаемости различны у разных видов млеко�
питающих. Например, у мышей она тонкая
(5 мкм), а у свиней толстая и прочная (16 мкм)
(Bedford, 2004). Даже в пределах одного таксона
могут быть существенные видовые различия ха�
рактеристик zona pellucida. Так, например, у двух
видов грызунов – мыши (Mus musculus) и хомяч�
ков Кэмпбэлла (Phodopus campbelli), по нашим на�
блюдениям, имеются весьма существенные раз�
личия в толщине прозрачной оболочки (pис. 1)

Исследования проницаемости zona pellucida
ооцитов и зигот мыши показали, что вещества с
низкой молекулярной массой могут свободно
проходить через прозрачную оболочку (Legge,
1995). Нужно, однако, принять во внимание тот
факт, что проницаемость прозрачной оболочки
для молекул зависит не только от их размера, но
также и от других биохимических или физико�хи�
мических факторов, таких как их гидрофиль�

ные/липофильные свойства. Так, например, ли�
пиды относительно легко проникают через про�
зрачную оболочку мыши (Turner, Horobin, 1997). 

По химическому составу zona pellucida состоит
из гликопротеидов – соединений белков с углево�
дами и представляет собой внеклеточный глико�
каликс. В образовании прозрачной оболочки
ооцитов и эмбрионов млекопитающих принима�
ют участие четыре гликопротеида: ZP1, ZP2, ZP3
и ZP4, хотя не все виды животных имеют в zona
pellucida этот набор целиком. Некоторые авторы
используют другие обозначения для этих глико�
протеидов: ZPA, ZPB, ZPC (Martinez, Harris,
2000; Delves et al., 2002b; Naz et al., 2005; Eade et al.,
2009). Как было показано на лабораторной мы�
ши, молекулы гликопротеидов ZP2 и ZP3 соеди�
няются друг с другом попеременно и образуют це�
почки, соединенные друг с другом через “мости�
ки” (состоящие из молекул ZP1), в результате
чего образуется структура, похожая на сеть (Was�
sarman, 1988). ZP2 и ZP3 играют большую роль в
процессах оплодотворения, причем у мышей и
большинства других видов млекопитающих ZP3
выступает в роли рецептора при взаимодействии
сперматозоида и яйцеклетки (Vazquez et al., 1989;
Hinsch et al., 1994). Углеводные части этого глико�
протеида выступают в качестве видоспецифич�
ных лигандов для связывания со сперматозоида�
ми и у разных видов различаются по химическому
составу (Moller et al., 1990; Nagdas et al., 1994). 

У мышей прозрачная оболочка состоит лишь
из трех гликопротеидов: ZP1, ZP2, ZP3 (Wassar�
man, 1988; Rankin et al., 2000). В исследованиях на
нокаутных линиях мышей, у которых был произ�
веден избирательный нокаут соответствующих
генов и один из этих гликопротеидов не экспрес�
сировался, была выявлена роль каждого из них в
процессе оплодотворения яйцеклетки и в разви�
тии зародыша. Было установлено, что важней�

а б 50 мкм50 мкм

Рис. 1. Дробящийся эмбрион мыши (а) и хомячка Кэмпбэлла (б) на 3�й день развития. Стрелкой указана прозрачная
оболочка. Эмбрионы были заморожены на программном замораживателе CL8800 (CryoLogic) и после хранения при
температуре жидкого азота были разморожены при 38 градусах Цельсия и сфотографированы на инвертированном
микроскопе Leica Microsystems DM IL LED.



ОНТОГЕНЕЗ  том 43  № 5  2012

ОБОЛОЧКИ ПРЕИМПЛАНТАЦИОННЫХ ЗАРОДЫШЕЙ МЛЕКОПИТАЮЩИХ 311

шую роль в процессе оплодотворения яйцеклеток
мышей играет гликопротеид ZP3 (Liu et al., 1996;
Rankin et al., 2000). 

Поскольку у млекопитающих оплодотворение
моноспермное, то для того чтобы эмбрион разви�
вался нормально, в яйцеклетку должно попасть
не более одного сперматозоида (Soupart, Strong,
1975). После проникновения сперматозоида
структура zona pellucida меняется, и эти измене�
ния являются частью сложного механизма, осу�
ществляющего блок полиспермии и препятству�
ющего проникновению более одного сперматозо�
ида в яйцеклетку (Soupart, Strong, 1975). Данный
механизм заключается в общем случае в том, что
в результате высвобождения содержимого корти�
кальных гранул от гликопротеидов (ZP2 и ZP3)
отщепляются углеводные остатки, что препят�
ствует взаимодействию других сперматозоидов с
измененной прозрачной оболочкой (Soupart,
Strong, 1975). 

Прозрачная оболочка удерживает клетки эм�
бриона вместе в заданном ею объеме (Van Zoom
et al., 2010), и целостность ее является важным
фактором на определенных этапах развития заро�
дыша in vivo (Bronson and McLaren, 1970). По мере
развития преимплантационных зародышей и
движения их по яйцеводу и матке zona pellucida у
эмбрионов большинства млекопитающих в боль�
шей или меньшей мере модифицируется по
структуре и химическому составу. У многих видов
млекопитающих, например, по мере продвиже�
ния дробящихся зародышей по яйцеводу на про�
зрачной оболочке аккумулируется протеин, кото�
рый образуется в яйцеводах под действием эстро�
генов (Murray, Messinger, 1994; Hill et al., 1996;
Buhi et al., 2000). При попадании эмбрионов в
матку на zona pellucida адсорбируются белковые
соединения (мукопротеиды), выделяемые маточ�
ными железами, при этом структура и характери�
стики прозрачной оболочки у многих, если не
всех, млекопитающих изменяются (Denker, 2000).
У некоторых видов млекопитающих по мере дви�
жения по репродуктивным путям появляются до�
полнительные оболочки, которые существуют
наряду с zona pellucida, либо заменяют ее (Bet�
teridge, 1989; Denker, 2000; Menkhorst, Selwood,
2008). Особенно хорошо они изучены у кролика и
лошади (Böving, 1957; Betteridge, 1989; Denker,
2000). У кролика прозрачная оболочка постепен�
но замещается на сложную структуру, состоящую
из нескольких слоев: неозона, мукопротеидный
слой и глоиолемма (Böving, 1957; Denker, 2000).
Этот процесс происходит постепенно и начина�
ется на стадии ранней бластоцисты при переходе
эмбриона в матку. Сначала на внешней поверхно�
сти zona pellucida образуется мукопротеидный
слой, компоненты которого (мукопротеиды) про�
дуцируются слизистой оболочкой матки. Посте�
пенно прозрачная оболочка истончается и вместо

нее формируется внутренний слой – неозона. Ее
компоненты формируются клетками трофэкто�
дермы. Глоиолемма – внешний слой бластоци�
сты, который образуется последним в результате
наслоения выделений маточных желез на муко�
протеидный слой; таким образом, завершается
формирование многослойной оболочки зрелой
бластоцисты кролика (Böving, 1957; Denker, 2000;
Menkhorst, Selwood, 2008). Эмбрион лошади, как
и эмбрион кролика, теряет zona pellucida, которая
на определенном этапе своего развития заменяет�
ся так называемой “капсулой” (Betteridge et al.
1982; Betteridge 1989). Это достаточно уникальная
структура характерная для лошадиного эмбрио�
на, которая, как и прозрачная оболочка, состоит
из гликопротеида, но в отличие от нее не имеет
пор (Betteridge, 1989). Капсула образуется уже на
шестой день развития эмбриона лошади, когда он
все еще покрыт zona pellucida, однако, уже начи�
ная с седьмого дня после овуляции ооцита, эм�
брион лошади защищен лишь капсулой (Bet�
teridge et al. 1982; Betteridge 1989). 

Согласно наблюдениям Дэнкера (Denker,
2000), дополнительные оболочки образуются не
только у эмбрионов кролика и лошади, но и у ба�
буинов, морских котиков, скунса и некоторых
других видов млекопитающих, хотя лишь у кро�
лика и лошади эти оболочки достаточно полно
изучены и охарактеризованы (Denker, 2000). Ран�
ние исследования показали, что если эмбрионы
коровы перенести в воронку яйцевода кролика,
то на поверхности zona pellucida коровьих эмбри�
онов образуется тонкий муциновый слой (Adams,
1982). Большинство экспертов сходятся на том,
что по крайней мере некоторые из дополнитель�
ных оболочек эмбрионов кролика, такие как гло�
иолемма, формируются под действием маточных
желез, а сам зародыш не принимает участия в их
образовании (Denker, 2000; Menkhorst, Selwood,
2008). В то же время было показано, что клетки
трофобласта эмбриона являются основным ис�
точником материала для формирования капсулы
развивающегося зародыша лошади (Albihn et al.,
2003). 

Имплантация у большинства млекопитающих
происходит на стадии вылупившейся бластоци�
сты (Wimsatt, 1975). Хэтчинг (от англ. hatching –
вылупление из яйца) – это процесс освобождения
эмбриона от прозрачной оболочки. Хэтчинг про�
ходит в два этапа. На первом этапе в бластоцель
поступает большое количество воды, что приво�
дит к увеличению объема бластоцисты; эта стадия
выражена в разной мере у разных видов млекопи�
тающих и в эмбриотехнологической литературе
получила название “экспандированная бласто�
циста”. В результате этого процесса возрастает
давление на стенки zona pellucida изнутри. На вто�
ром этапе клетки трофэктодермы эмбриона выде�
ляют протеолитический фермент, который разру�
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шает белки гликопротеидов прозрачной оболоч�
ки, и бластоциста выходит через образовавшийся
разрыв (Perona, Wassarman, 1986). 

ОБОЛОЧКИ ПРЕИМПЛАНТАЦИОННЫХ 
ЭМБРИОНОВ И ООЦИТОВ В СВЯЗИ

С СОВРЕМЕННЫМИ РЕПРОДУКТИВНЫМИ 
ТЕХНОЛОГИЯМИ

Роль оболочек преимплантационных эмбрионов
и ооцитов в связи с их замораживанием

и криоконсервацией

Первые позитивные результаты по заморажи�
ванию преимплантационных зародышей мышей
были получены в начале 1970�х годов (Whitting�
ham et al. 1972, Wilmut, 1972). Вскоре были успеш�
но заморожены и ооциты (яйцеклетки) – жен�
ские половые клетки мышей (Parkening et al.,
1976; Whittingham, 1977). В настоящее время по�
казано, что эмбрионы более чем сорока видов
млекопитающих успешно подвергаются замора�
живанию и криоконсервации (Saragusty and Arav,
2011). Что же касается ооцитов, то до сих пор по
отношению к большинству видов млекопитаю�
щих не существует эффективного протокола их
замораживания, поэтому отдельные успехи не да�
ют пока оснований для того, чтобы считать замо�
раживание и криоконсервацию яйцеклеток столь
же рутинной технологией, какими являются за�
мораживание и криоконсервация эмбрионов и
семени (Landel, 2005). Однако были опубликова�
ны положительные результаты замораживания
ооцитов крыс (Kasai et al., 1979), золотистых хо�
мячков (Crister et al., 1986; Costa�Borges et al.,
2009), кроликов (Al�Hasani et al., 1986), а также
человека (Chen, 1986; Cook and Edgar, 2007). Име�
ются данные по эффективному замораживанию
ооцитов кошек (Jewgenow et al. 1998). Наиболее
же убедительные результаты получены при замо�
раживании яйцеклеток человека (Cook and Edgar,
2007; Nagy et al., 2009; Noyes et al., 2010). 

Повреждение zona pellucida является достаточ�
но частым осложнением процедур заморажива�
ния/оттаивания эмбрионов (Lehn�Jensen and
Rall, 1983; Rall and Meyer, 1989). Частые случаи
повреждения прозрачной оболочки свидетель�
ствуют о субоптимальных условиях заморажива�
ния (Lehn�Jensen and Rall, 1983; Van Den Abbeel
and Van Steirteghem, 2000). Более того, зародыши
с поврежденными оболочками или вообще ли�
шенные оболочки не рекомендованы для между�
народного обмена по санитарным соображениям
(Van Zoom et al., 2010). Поскольку проницаемость
оболочек эмбриона для воды и криопротекторов
является важной компонентой успеха при про�
граммном замораживании (Saragusty and Arav,
2011), было бы вполне логичным полагать, что за�
родыши, у которых такая проницаемость низка,

хуже переживают эти процедуры. Эта гипотеза
получила подтверждение в экспериментах с ло�
шадиными зародышами. Ранние эмбрионы ло�
шади (вымываемые на 6�й день беременности), у
которых прозрачная оболочка еще не замещена
“капсулой” достаточно эффективно заморажива�
ют (Slade et al., 1985). Однако эмбрионы более
поздних стадий (вымываемые на 7–8�й дни бере�
менности) гораздо хуже выдерживают процедуры
замораживания (Slade et al., 1985; Barfield et al.,
2009). Низкая выживаемость зародышей лошадей
после того, как прозрачная оболочка заменяется
менее проницаемой капсулой, возможно, по
крайней мере отчасти, связана именно с плохой
проницаемостью капсулы для воды и криопро�
текторов (Legrand et al., 2002; Hochi, 2003) Дей�
ствительно, была обнаружена обратная зависи�
мость между толщиной капсулы и выживаемо�
стью лошадиных эмбрионов в ходе замо�
раживания и криоконсервации (Legrand et al.,
1999). Более того, в одной из работ было показа�
но, что эмбрионы лошади, которые обрабатывали
трипсином перед замораживанием и у которых
толщина капсулы уменьшалась, лучше пережива�
ли эту процедуру (Legrand et al., 2000). 

В еще большей мере проблемы, вызванные
взаимодействием процедур криоконсервации с
оболочками, в данном случае прежде всего zona
pellucida имеют место по отношению к заморажи�
ванию ооцитов (Saragusty and Arav, 2011). Наряду
с другими проблемами, связанными с заморажи�
ванием ооцитов и перечисленными в специаль�
ных обзорных статьях (Cook and Edgar, 2007; Tao
and Del Valle, 2008; Noyes et al., 2010), существует
проблема “затвердевания прозрачной оболочки”
(zona hardening), что обусловлено прежде всего
выделением содержимого кортикальных гранул
во время процедур замораживания�оттаивания.
Это затрудняет или делает невозможным после�
дующее оплодотворение таких яйцеклеток (Car�
roll et al., 1990; Matson et al., 1997). Тем не менее
число детей, рожденных после замораживания и
криоконсервации ооцитов человека уже превы�
сило 500 (Nagy et al., 2009). Эти успехи последнего
времени дали основание поставить вопрос о том,
что замораживание и криоконсервация ооцитов
уже не являются сугубо “экспериментальными”
процедурами, но скорее всего в самом скором бу�
дущем будут такими же рутинными технология�
ми, как и замораживание/криоконсервация эм�
брионов (Noyes et al., 2010). 

Способы воздействия на оболочки ооцитов 
и эмбрионов с целью улучшения результатов 

экстракорпорального оплодотворения, 
криоконсервации и культивирования in vitro

При получении эмбрионов путем экстракор�
порального оплодотворения и последующего
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культивирования in vitro характеристики прозрач�
ной оболочки существенно отличаются от тако�
вых у эмбрионов, развивавшихся в условиях in vivo
(Van Soom et al., 2010). В частности, у эмбрионов,
полученных in vitro, может изменяться плотность
или толщина оболочки, но прямой корреляции
между толщиной и плотностью прозрачной обо�
лочки не обнаружено (Cohen et al., 1990). 

С целью облегчения избавления эмбриона от
прозрачной оболочки был разработан метод
“вспомогательного хэтчинга”. Его применяют с
разными целями: для улучшения результатов
ЭКО (Wiemer et al., 1996; Hwang et al., 2000;
Turetsky et al., 2008), для повышения эффективно�
сти процедур замораживания и криоконсервации
эмбрионов (Legrand et al., 2000; Hershlag and Feng,
2005; Sifer et al., 2006) и, особенно, ооцитов (Anzai
et al., 2006). Осуществляют данную процедуру
различными способами (механическим, химиче�
ским, лазерным и пьезоэлектрическим). При
применении первого (механического) способа
прозрачную оболочку прокалывают микроиглой,
не задевая расположенные под ней клетки (Cohen
et al., 1990). При применении химического спосо�
ба для перфорирования оболочки применяют
кислый раствор Тироде (Cohen et al., 1990; Neev
et al., 1993; Wiemer et al., 1996). При лазерном хэт�
чинге вместо микроиглы и кислотного раствора
используют луч лазера, при помощи которого вы�
жигают отверстие в прозрачной оболочке, при�
чем луч направляют под таким углом, чтобы не
задеть клетки эмбриона (Neev et al., 1993; Montag
et al., 2000; Anzai et al., 2006). Используют также
модификацию этого метода, когда луч лазера на�
правляют таким образом, что он не перфорирует
прозрачную оболочку, но делает ее локально более
тонкой (Rink et al., 1996). К наиболее современно�
му способу проведения вспомогательного хэтчин�
га относится пьезо�методика (Nakayama et al.,
1998; Kawase et al, 2009). Как и в предыдущих слу�
чаях, эмбрион фиксируют микропипеткой. К
прозрачной оболочке подводят микроманипуля�
тор с вибрацией высокой частоты. С его помощью
делают 5�10 конических углублений на неболь�
шом участке оболочки эмбриона, что делает ее
более тонкой в этой области (Nakayama et al.,
1998; Kawase et al, 2009). 

Было показано, что при вспомогательном хэт�
чинге человеческих эмбрионов, полученных пу�
тем ЭКО и культивировавшихся in vitro, улучша�
ются результаты последующей трансплантации
этих эмбрионов реципиентам, причем возможно
получить беременность даже в тех случаях, когда
традиционное ЭКО не приводило к положитель�
ным результатам (Wiemer et al., 1996; Turetsky
et al., 2008). Аналогичная ситуация характерна и
для мышей (Hwang et al., 2000). 

Процедуры, аналогичные вспомогательному
хэтчингу, применяют в некоторых специальных
случаях и для повышения эффективности проце�
дур замораживания и криоконсервации. Воздей�
ствие на оболочки различными средствами с це�
лью их утончения и улучшения характеристик их
проницаемости с успехом было применено на
мышиных (Hershlag and Feng, 2005), лошадиных
(Legrand et al., 2000) и человеческих (Sifer et al.,
2006) зародышах; при этом имело место улучше�
ние результатов процесса замораживания. При
применении лазерного перфорирования про�
зрачной оболочки ооцитов мышей эффектив�
ность процедур замораживания/криооконсерва�
ции и последующего ЭКО с применением семени
мышей субфертильных линий возросла почти в
6 раз (с 11% до 60%) (Anzai et al., 2006). Другой
подход заключался в частичной диссекции про�
зрачной оболочки (Nakagata et al., 1997) или ча�
стичном надрезе ее при помощи пьезомикрома�
нипулятора (Kawase et al., 2009). 

Иммуноконтрацепция

Иммуноконтрацепция – это процесс предот�
вращения зачатия путем вызывания аутоиммун�
ной реакции на то или иное звено нормального
репродуктивного процесса, что в конечном счете
должно блокировать нормальное течение бере�
менности на той или иной стадии. Образование
антител может, например, приводить к иммоби�
лизации и/или агглютинации сперматозоидов,
связыванию рецепторов оболочки ооцита; также
образование специфических антител может воз�
действовать на развивающийся зародыш или бло�
кировать механизмы распознавания беременно�
сти материнским организмом (Bradley et al., 1999;
Naz et al., 2005). Таким образом, антитела дей�
ствуют как “префертилизационный контрацеп�
тив”, блокируя тем или иным способом взаимо�
действие сперматозоидов и яйцеклеток, либо как
“постфертилизационный контрацептив”, пре�
пятствуя имплантации образовавшегося зароды�
ша; при этом иммуноконтрацепция может проис�
ходить как на уровне самих гамет или зародышей,
так и на уровне половых гормонов, необходимых
для их успешного развития (Herr, 1996; Delves
et al., 2002a, b). Весьма привлекательным и хоро�
шо зарекомендовавшим себя на практике спосо�
бом иммуноконтрацепции является иммуниза�
ция самок против гликопротеидов прозрачной
оболочки ооцита/эмбриона; практически это до�
стигается, когда основой вакцины являются ком�
поненты прозрачной оболочки (Gupta, 1997;
Lloyd et al., 2003; Hardy et al., 2004; Eade et al.,
2009). 

Иммуноконтрацепция была успешно приме�
нена в многочисленных лабораторных и полевых
исследованиях, причем положительный эффект
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получен как на уровне отдельных особей, так и на
уровне популяций – более чем на 85 различных
видах диких животных (Ringleb et al., 2004; Mack�
enzie et al., 2006; Duckworth et al., 2007; Nation
et al., 2008; Eade et al., 2009; Kirkpatrick et al., 2011). 

Наиболее оптимальным и универсальным
способом иммуноконтрацепции по отношению к
диким видам млекопитающих на сегодня являет�
ся иммунизация самок гликопротеидами про�
зрачной оболочки ооцита свиньи. Именно такой
способ иммуноконтрацепции дал устойчивый
эффект регулирования численности популяций
таких диких животных, как дикие лошади, олени,
зубры и африканские слоны (Kirkpatrick et al.,
2011). Успех в экспериментах по иммуноконтра�
цепции приматов (бабуинов и макак) (Martinez,
Harris, 2000) явился предпосылкой создания кон�
трацептивных вакцин для человека с целью пла�
нирования семьи (Delves et al., 2002a). 

Однако несмотря на то что гликопротеиды
прозрачной оболочки свиньи являются успеш�
ным методом иммуноконтрацепции для многих
видов млекопитающих (Kirkpatrick et al., 2011), в
некоторых случаях приходится создавать более
специфичные для данного вида млекопитающих
вакцины. Так, при иммунизации кошек глико�
протеидами прозрачной оболочки свиньи титр
иммунного ответа был высок, но контрацепция
не достигалась, при иммунизации же против гли�
копротеидов прозрачной оболочки кошачьих
ооцитов эффект контрацепции достигался (Eade
et al. 2009). 

Метод иммуноконтрацепции путем иммуни�
зации самок гликопротеидами прозрачной обо�
лочки ооцита является эффективным и наиболее
гуманным способом регулирования численности
животных, представляющих реальную проблему
для биотопов или могущих быть резервуаром для
инфекций, таких как: одичавшие кошки (Ringleb
et al., 2004; Eade et al., 2009), опоссумы (Duckworth
et al., 2007; Nation et al., 2008), мыши (Hardy et al.,
2003; Lloyd et al., 2003; Hardy et al., 2004), кролики
(Mackenzie et al., 2006) и многие другие. 

Иммунизация ZP�гликопротеинами в опыте
на животных приводила к блокаде фертильности
(Martinez, Harris, 2000; Hardy et al., 2003; Lloyd
et al., 2003; Hardy et al., 2004). В качестве основно�
го компонента противозачаточных вакцин часто
используют полипептидные фрагменты глико�
протеидов прозрачной оболочки свиньи, которые
в организме животного выступают как антигены,
к которым будут вырабатываться антитела (Brad�
ley et al., 1999; Delves et al., 2002b; Eade et al., 2009;
Kirkpatrick et al., 2011). Эффективная контрацеп�
ция при помощи синтеза антител к ZP3 исследо�
вана на мышах линии BALB/c (Hardy et al., 2003;
Lloyd et al., 2003; Hardy et al., 2004). Однако в не�
которых случаях наблюдалось транзиторное или

необратимое нарушение цикличности синтеза
гормонов и, следовательно, созревания фоллику�
лов. Для преодоления этих явлений делаются по�
пытки расшифровать эпитопы ZP�гликопротеи�
нов для выявления тех из них, к которым выраба�
тываются антитела, обладающие анти�
фертильным действием, но не приводящие к на�
рушению функции яичников. Рекомбинантная
технология делает возможным синтез специфич�
ных эпитопов ZP�гликопротеинов в больших ко�
личествах для использования в контрацептивных
целях (Bradley et al., 1999; Martinez, Harris, 2000). 

Редеривация

Задача редеривации заключается в получении
здорового потомства от зараженных всевозмож�
ными патогенами животных. Редеривация может
осуществляться различными способами (Брусен�
цев и др., 2011), но с 1980�х годов в качестве мето�
да редеривации наиболее широко используют
трансплантацию эмбрионов, которая является
оптимальным способом очистки животных от по�
давляющего большинства патогенов (Carthew
et al., 1983; Homberger, 1997; Morrell, 1999; Van
Keuren, Saunders, 2004; Ike et al., 2007; Besselsen
et al., 2008; Fray et al., 2008; Janus et al., 2009).
Именно этот способ признается современными
экспертами как “золотой стандарт” редеривации
(Mahabir et al., 2008). 

Прозрачная оболочка является естественной
преградой для попадания инфекций различной
природы внутрь эмбриона (Gwatkin, 1967; Peters
et al., 2006; Van Soom et al., 2010), но именно на
ней могут адсорбироваться некоторые вирусные
частицы, от которых необходимо избавиться в
процессе редеривации (Van Soom et al., 2009).
Прозрачная оболочка меняется по мере развития
эмбриона (Van Soom, 2010). На ранних стадиях
доимплантационного развития она максимально
плотная и непроницаема практически для всех
патогенов (Mertens, 2006). Для редеривации эм�
брионы вымывают у инфицированных самок�до�
норов на стадии морулы/бластоцисты и после со�
ответствующих процедур очистки вводят в матку
реципиента, свободного от специфичных патоге�
нов (Carthew et al., 1983; Suzuki et al., 1996; Okamo�
to, Matsumoto, 1999; Peters et al., 2006), либо эм�
брионы извлекают на более ранней (двухклеточ�
ной) стадии развития и вводят в воронку
яйцевода реципиента (Mahabir et al., 2007; Bessels�
en et al., 2008; Janus et al., 2009; Pluck, Klasen,
2009). Перед трансплантацией эмбрионы отмы�
вают в стерильной питательной среде, очищая их
тем самым от патогенов. В ходе этой процедуры
зародыши по одному многократно переносят из
одной капли в другую, добиваясь при каждом пе�
реносе разбавления 1 : 100 (Mahabir et al., 2007). 
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Прозрачная оболочка обладает устойчивостью
к воздействию протеолитических ферментов, та�
ких как трипсин и хемотрипсин (Bedford, 2004).
Благодаря этому свойству при работе с эмбриона�
ми сельскохозяйственных животных наряду с
10�кратным отмыванием в стерильных средах ре�
комендуют осуществлять инкубацию зародышей
в растворе трипсина в течение 1.5 минут (String�
fellow, 1998; Angelo, 2009). Этого времени доста�
точно, чтобы разрушить адсорбированные на
оболочке вирусы и при этом не повредить саму
оболочку (Van Soom et al., 2010). При воздействии
трипсином на прозрачную оболочку происходит
ее истончение, что практически не сказывается
на последующем развитии зародышей (Van Soom
et al., 2010). Вирус лейкоза коров (BLV) вызывает
распространенное и опасное заболевание круп�
ного рогатого скота (Храмцов и др., 2003), пора�
жает клетки лимфоцитарной ткани, но не спосо�
бен проникать через прозрачную оболочку в бла�
стомеры эмбриона. Редеривация путем транс�
плантации эмбрионов позволяет избавиться от
данного патогена (Hare, 1985). При работе с эм�
брионами лабораторных грызунов через раствор
трипсина их обычно не проводят, однако реко�
мендовано производить их отмывание путем пе�
реноса через 10 капель со свежей стерильной сре�
дой, что является достаточным условием для из�
бавления от большинства патогенов (Peters et al.,
2006). 

Ряд мелких вирусов, имеющих простое строе�
ние, представляют наибольшую проблему при
осуществлении редеривации путем транспланта�
ции эмбрионов. Этот метод является не вполне
эффективным при очистке таких мелких вирусов
мышей, как mouse minute virus (MMV) и mouse
hepatitis virus (Mahabir et al., 2007; Mahabir et al.,
2009), поскольку эти мелкие вирусы могут попа�
дать в поры прозрачной оболочки мышиного эм�
бриона, застревая в них, и переноситься при эм�
бриотрансплантации “чистому” реципиенту.
Свиной парвовирус (PPV) может легко проникать
в клетки эмбриона свиньи через прозрачную обо�
лочку (Bane, 1990). Это обусловлено тем, что раз�
мер вирусной частицы очень маленький и состав�
ляет всего 18 нм (Bane, 1990). В поры прозрачной
оболочки эмбрионов крупного рогатого скота мо�
жет попадать и удерживаться там такой мелкий
вирус, как бычий вирус диареи (BVDV), имеющий
размер 40 нм (Vanroose, 2000). Также вирус бычье�
го герпеса типа 1 (BHV�1), имеющий размер
180 нм, может проникать через прозрачную обо�
лочку и инфицировать клетки эмбриона (Maka�
revich, 2007). 

У эмбрионов полученных in vitro поры про�
зрачной оболочки, как правило, более крупные,
чем у полученных in vivo. Поэтому попадание ви�
русных частиц в поры и их адсорбция на поверх�
ности прозрачной оболочки выше у первых. При

процедуре ЭКО шанс попадания вируса на про�
зрачную оболочку мыши очень низкий из�за
окружающих ооцит фолликулярных клеток, ко�
торые могут предохранять ооцит (Mahabir et al.,
2009). 

При проведении редеривации путем транс�
плантации эмбрионов необходимо производить
отбраковку зародышей со всевозможными раз�
рывами прозрачной оболочки или полным ее от�
сутствием. Для обнаружения этих нарушений
следует до начала отмывки рассмотреть зароды�
ши при достаточно большом (80–100�кратном)
увеличении и выбрать те из них, в которых отсут�
ствуют повреждения прозрачной оболочки (Van
Soom et al., 2010). 
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Coats of Preimplantation Mammalian Embryos
as a Target of Reproductive Technologies

             I. N. Rozhkovaa, E. Y. Brusenseva, and S. Ya. Amstislavskiia,b

            a Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 630090 Russia
      b Novosibirsk State University, Novosibirsk, 630090 Russia

      e%mail: amstis@bionet.nsc.ru 

Abstract—The structure and function of the mammalian oocyte and preimplantation embryo coverings are
described in this review. The integrity of embryonic coverings is the main prerequisite for the success of such
technology as preimplantation embryo freezing and, especially, for successful rederivation. On the other
hand, results of in vitro fertilization and, sometimes, the results of embryo freezing are improved after perfo�
ration of the oocyte/embryonic coverings. Modern reproductive technologies focusing on oocyte/embryonic
coverings, such as preimplantation embryo freezing/cryopreservation, in vitro fertilization, intracytoplasmic
sperm injection, assisted hatching, immunocontraception, and rederivation, are reviewed. Application of
these technologies to different mammalian species is discussed with a special emphasis on the oocytes/pre�
implantation embryos coverings.

Keywords: embryonic coats, cryopreservation, IVF, assisted hatching, immunocontraception, rederivation
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