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Влияние различных концентраций 
инсулиноподобного фактора роста 1 на  
in vitro созревание ооцитов и последующее 
развитие партеногенетических эмбрионов  
у крупного рогатого скота
РЕЗЮМЕ

Актуальность. Инсулиноподобный фактор роста 1 (insulin-like growth factor-1, IGF-1) 
вовлечен in vivo в регуляцию мейоза, в связи с чем активно изучается как потенциальный 
регулятор качества ооцитов с целью повышения эффективности биотехнологий, на-
правленных на получение эмбрионов in vitro. В настоящей работе исследовали влияние 
IGF-1 в культуре ооцитов коров с точки зрения их созревания in vitro и эмбрионального 
развития после искусственной активации, а также качества полученных эмбрионов. 

Методы. Выделенные из овариальных фолликулов ооциты культивировали в отсутствие 
(контроль) и присутствии различных концентраций (5, 10, 20, 40 и 80 нг/мл) IGF-1. Затем 
созревшие ооциты искусственно активировали и культивировали в течение 7 дней для 
эмбрионального развития.

Результаты. IGF-1 не повлиял на созревание ооцитов, а также на их дробление после 
партеногенетической активации и число ядер в 7-дневных эмбрионах. В то же время 
обнаружен зависящий от концентрации эффект IGF-1 на развитие ооцитов до стадии 
бластоцисты. В контроле выход бластоцист составлял 17,3±1,6%. Присутствие в среде 
созревания IGF-1 в концентрациях 5, 10 и 20 нг/мл повышало этот показатель, соответ-
ственно, до 29,9±4,5, 30,7±3,6 и 29,6±2,3% (p < 0,05). Следовательно, в этих концентра-
циях IGF-1 может быть рекомендован для in vitro созревания ооцитов коров.
Ключевые слова:  ооциты коров, in vitro, созревание, инсулиноподобный фактор ро-
ста 1 (ИФР-1), эмбриональное развитие
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The effect of different concentrations 
of insulin-like growth factor-1 on in vitro 
maturation of oocytes and subsequent 
development of parthenogenetic embryos  
in cattle
ABSTRACT

Relevance. Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) is involved in the regulation of meiosis in 
vivo and is therefore actively investigated as a potential regulator of oocyte quality aimed at 
improving the efficiency of in vitro embryo production biotechnologies. In the present study, we 
examined the effect of IGF-1 during bovine oocyte culture in terms of their in vitro maturation, 
embryonic development after artificial activation, and the quality of the resulting embryos.

Materials and methods. Oocytes isolated from ovarian follicles were cultured either in the 
absence (control) or presence of various concentrations of IGF-1 (5, 10, 20, 40, and 80 ng/ml). 
Matured oocytes were then artificially activated and cultured for 7 days to support embryonic 
development.

Results. IGF-1 had no effect on oocyte maturation, cleavage, or the number of nuclei in 
blastocyst. At the same time, a concentration-dependent effect of IGF-1 on the development 
of oocytes to the blastocyst stage was observed. In the control group, the blastocyst yield was 
17.3±1.6%. The presence of IGF-1 in the maturation medium at concentrations of 5, 10, and 
20 ng/ml increased this rate to 29.9±4.5, 30.7±3.6, and 29.6±2.3%, respectively (p < 0.05). 
Thus, at these concentrations IGF-1 can be recommended for in vitro maturation of bovine 
oocytes.
Key words: cow oocytes, in vitro, maturation, insulin-like growth factor 1 (IGF-1), embryonic 
development  
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Введение/Introduction
Метод экстракорпорального созревания (in vitro 

maturation, IVM) половых клеток самок (ооци-
тов) с последующим культивированием эмбрио-
нов in vitro интенсивно используется во вспомо-
гательных репродуктивных технологиях (ВРТ)  [1], 
применяемых в сельскохозяйственной биотехно-
логии. В скотоводстве эти ВРТ особенно востре-
бованы в работах по воспроизводству и сохране-
нию ценных генотипов коров [2, 3]. Одновременно 
возросший спрос на эмбрионы высокого качества 
определяет актуальность исследований, направ-
ленных на дальнейшее совершенствование мето-
да IVM. Особое внимание уделяется поиску фак-
торов, способных специфически воздействовать 
на ооциты, улучшая их качество и повышая компе-
тенцию к развитию in vitro [4]. При этом воспроиз-
ведение физиологической среды, характерной для 
овариальных фолликулов, где происходит созре-
вание ооцитов in vivo, рассматривается как наибо-
лее обоснованный и перспективный подход [4].

Чтобы имитировать внутрифолликулярные 
условия в среды созревания ооцитов добавля-
ют гормоны и различные метаболиты, к которым, 
в частности, относится инсулиноподобный фак-
тор роста 1 (insulin-like growth factor-1, IGF-1) [5].  
Показано, что IGF-1 задействован в аутокринной и 
паракринной регуляции функции яичников самок 
и может влиять на гранулезные и половые клетки, 
контролируя пролиферацию, дифференцировку и 
стероидогенез, а также созревание ооцитов [6, 7].

Рецепторы IGF-1 выявлены в ооцитах на всех 
стадиях их развития, и этот фактор роста в боль-
шом количестве секретируется окружающим оо-
цит-соматическим компартментом, в частности 
клетками кумулюса [8, 9]. На различных видах жи-
вотных установлено, что присутствие IGF-1 в сре-
де IVM ускоряет мейоз и снижает уровень апоп-
тоза в ооцитах, а также способствует увеличению 
выхода эмбрионов доимплантационных стадий 
развития [9, 10].

Однако подобный позитивный эффект наблю-
дался не во всех исследованиях. В ряде работ со-
общается об отсутствии чувствительности клеток 
к данному цитокину, а в отдельных случаях выяв-
лен даже его негативный эффект на ооциты [11].

Предполагается (и это подтверждается экспе-
риментальными данными), что характер участия 
IGF-1 в развитии ооцитов может быть связан сре-
ди прочего с его концентрацией в среде культи-
вирования, необходимость в детализации кото-
рой сохраняет свою актуальность на сегодняшний 
день, в том числе у крупного рогатого скота [7, 11].

Как предварительное исследование настоящая 
работа проводилась на партеногенетической мо-
дели, чтобы в дальнейшем полученные результаты 
использовать для усовершенствования эмбрио
нальных технологий, используемых на практике.

Цель исследования — изучение влияния различ-
ных концентраций инсулиноподобного фактора ро-
ста 1 (IGF-1) в среде IVM ооцитов крупного рогатого 

скота с точки зрения их созревания in vitro, а также 
эмбрионального развития после искусственной ак-
тивации.

Материалы и методы исследования / 
Materials and methods
Эксперименты проводили на базе лабора-

тории эмбриональных технологий Федераль-
ного исследовательского центра животновод-
ства — ВИЖ им. академика Л.К. Эрнста (Россия) 
в 2024 гг. Во всех экспериментах, кроме специ-
ально указанных случаев, использовали реаген-
ты фирмы Sigma-Aldrich (США).

Яичники коров, отобранные post mortem на мя-
сокомбинате, транспортировали в лабораторию 
в термосе с физиологическим раствором (ФЗ) 
при температуре не ниже 28 °С. После доставки 
их освобождали от прилегающих соединитель-
ных и жировых тканей, а затем многократно про-
мывали в стерильном ФЗ, содержащем пени-
циллин (100  МЕ/мл) и стрептомицин (50 мкг/мл) 
(OOO  «БиоФармГарант», Россия), чтобы удалить 
компоненты крови и микробную контаминацию.

Ооциты в составе ооцит-кумулюсных комплек-
сов (ОКК) выделяли из яичников механическим 
способом — рассекали стенки видимых фоллику-
лов лезвием, после чего проводили промыв и се-
лекцию извлеченных ОКК, как описано было ра-
нее [12].

Незрелые ОКК с соответствующими морфоло-
гическими характеристиками созревали in vitro в 
среде ТС199, дополненной 10% фетальной бычь-
ей сыворотки (ФБС), пируватом натрия (0,5 мМ), 
фолликулостимулирующим и лютеонизирующим 
гормонами (каждый по 10 мкг/мл), а также гента-
мицином. В опытных группах в среде IVM допол-
нительно присутствовал IGF-1 в концентрациях 5, 
10, 20, 40 и 80 нг/мл. Культивировали ОКК группа-
ми по 25–30 ОКК в 4-луночных планшетах в каплях 
среды объемом 500 мкл, покрытых минеральным 
маслом.

Через 24 часа инкубации ооциты освобожда-
ли от окружающих клеток кумулюса путем крат-
ковременной обработки ОКК в 0,1%-ном растворе 
гиалуронидазы с последующим пипетировани-
ем комплексов через капилляр с внутренним ди-
аметром 135 мкм. Изолированные ооциты под-
вергали морфологической оценке с целью отбора 
клеток, достигших метафазы II (МII) мейоза, что 
определялось по наличию первого полярного 
тельца (ППТ) в перивителлиновом пространстве 
(ПП). Присутствие ППТ в ПП является общеприня-
тым маркером зрелости ооцитов, поскольку отра-
жает завершение первого мейотического деления 
и переход клетки к стадии, пригодной для искус-
ственной или естественной (оплодотворения) ак-
тивации [13]. В связи с этим результативность со-
зревания ооцитов в каждой экспериментальной 
группе определяли как процентное отношение ко-
личества ооцитов с ППТ к общему числу постав-
ленных на культивирование ОКК.
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Для получения партеногенетических эмбрио
нов ооциты, имевшие ППТ, подвергали искус-
ственной активации. В качестве первого этапа оо-
циты инкубировали в течение 5 минут в растворе, 
содержащем 5 мМ иономицина, что обеспечива-
ло кратковременный кальциевый импульс, необ-
ходимый для запуска процессов, имитирующих 
оплодотворение. После этого ооциты переносили 
в среду CR1aa  [14], дополненную 6-диметилами-
нопурином (2 мМ) и циклогексемидом (10 мкг/мл), 
где их культивировали в течение 4 часов. Активи-
рованные ооциты переносили в свежие капли сре-
ды CR1aa и культивировали для эмбрионального 
развития, как описано ранее  [15]. На 2-е сутки с 
момента активации морфологически оценивали 
количество раздробившихся ооцитов, на 7-е сутки 
определяли количество ооцитов, развившихся до 
стадии бластоцисты. Результативность эмбрио
нального развития ооцитов in vitro определяли по 
доле дробления и образованию бластоцист — со-
ответственно отношению количества раздробив-
шихся и достигших стадии бластоцисты ооцитов 
к исходному количеству активированных ооцитов 
с ППТ.

Качество партеногенетических бластоцист 
оценивали цитологически по общему числу ядер. 
Для этого 7-дневные эмбрионы фиксировали, 
окрашивали и анализировали согласно протоко-
лу, описанному ранее [12]. Все манипуляции с на-
тивными ооцитами и эмбрионами вне инкубатора 
осуществляли при 20–80-кратном увеличении под  
стереомикроскопом (Nikon, Япония), оснащен-
ным нагревательным столиком, позволяющим  
поддерживать температуру рабочей поверхно-
сти на уровне 37 °С. Культивирование ооцитов и 
эмбрионов происходило в условиях инкубатора 
MCO-18AIC (Sanyo, Япония) при 38,5 °С и 5% СО

2
 

в атмосфере.
Статистическую обработку данных проводили 

методом однофакторного дисперсионного ана-
лиза в программе SigmaStat (Systat Software, Inc., 
США). Данные выражали как средние значения 

(M) и стандартные ошибки средних ( ± SEM). До-
стоверность различий сравниваемых средних 
значений оценивали с использованием критерия 
Тьюки (p ≤ 0,05).

Результаты и обсуждение / 
Results and discussion
Результаты оценки уровня созревания ооцитов 

после их культивирования в отсутствие (контроль) 
и присутствии различных концентраций IGF-1 
представлены в таблице 1.

Доля ооцитов с ППТ (рис. 1А), а следователь-
но, созревших и достигших стадии MII, к исходно-
му числу ОКК существенно не различалась между 
экспериментальными группами, свидетельствуя 
об отсутствии влияния исследуемого фактора 
на процесс. Вместе с тем наименьшее значение 
(74,4 ± 3,9%) этого показателя наблюдали в кон-
трольной группе, а наибольшее (83,7 ± 1,8%)  — 
при добавлении в среду IVM IGF-1 в концентрации 
5 нг/мл.

Для оценки долгосрочного влияния IGF-1 в 
период созревания ооцитов in vitro половые 
клетки, в которых было визуализировано ППТ  

Таблица 1. Созревание ооцитов коров in vitro под воз-
действием различных концентраций инсулиноподоб-
ного фактора роста 1 (IGF-1)
Table 1. In vitro maturation of bovine oocytes exposed to 
different concentrations of insulin-like growth factor 1 
(IGF-1)

Концентрация 
IGF-1, нг/мл

Число 
независимых 

экспериментов, 
n

Число 
ОКК, n

Доля ооцитов 
с ППТ, %

0 (контроль) 4 90 74,4 ± 3,9

5 4 87 83,7 ± 1,8

10 4 88 82,0 ± 2,2

20 4 91 78,9 ± 3,3

40 4 88 79,5 ± 1,3

80 4 86 75,1 ± 5,5

Примечание: ОКК  — ооцит-кумулюсные комплексы; ППТ  — 
первое полярное тельце.

Рис. 1. Микрофотографии ооцитов и партеногенетических эмбрионов коров
Примечание: А — созревшие ооциты (белой стрелкой обозначены первые полярные тельца); Б — 7-дневные эмбрионы (чер-
ной стрелкой обозначены бластоцисты); В — окраска ядер в бластоцисте (синий цвет), цитологический препарат. Микроскоп 
Eclipse Ti-U (Nikon, Япония): А и Б — увеличение х100, В — увеличение х200.
Fig. 1. Micrographs of oocytes and parthenogenetic embryos of cows
Note: A is a mature oocyte (the white arrow indicates the first polar corpuscles); B is 7-day-old embryos (the black arrow indicates 
blastocysts); C is the color of the nuclei in the blastocyst (blue), cytological preparation. The Eclipse Ti-U microscope (Nikon, Japan): 
A and B are x100 magnification, C are x200 magnification.

ВA Б
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(рис. 1A), подвергали искусственной 
активации. Результаты эмбриональ-
ного развития представлены на ри-
сунке 2.

Доля дробления созревших ооци-
тов (рис. 2А) в контроле — 72,9 ± 1,7%. 
Введение IGF-1 в среду IVM суще-
ственно не меняло ее значения: для 
концентраций 5, 10, 20, 40 и 80 нг/мл 
этот показатель составил, соот-
ветственно, 73,9 ± 2,4, 73,5 ± 7,4, 
80,7 ± 7,2, 73,3 ± 5,3, 68,1 ± 1,4%.  
В то же время для созревших in vitro 
ооцитов коров обнаружено завися-
щее от концентрации влияние IGF-1 
на развитие до стадии бластоцисты 
(рис. 2Б). В контроле выход бласто-
цист на 7-й день культивирования 
(рис. 1B) активированных клеток со-
ставлял 17,3 ± 1,6%. Присутствие в 
среде созревания IGF-1 в концен-
трациях 5, 10 и 20 нг/мл повыша-
ло этот показатель, соответственно, 
до 29,9 ± 4,5, 30,7 ± 3,6 и 29,6 ± 2,3% 
(p < 0,05).

С увеличением количества фак-
тора до 80 нг/мл наблюдаемый от-
носительно контроля позитивный 
эффект нивелировался, доля разви-
тия бластоцист находилась на уров-
не 14,6 ± 3,0% и была достоверно 
ниже, чем в группах 5, 10 и 20 нг/мл 
(p < 0,05). В исследуемых концентра-
циях IGF-1 не повлиял на качество 
эмбрионов на стадии бластоцисты, 
которое оценивали по числу ядер на  
7-е сутки после активации.

Согласно результатам цитологи-
ческого анализа (рис. 3), этот по-
казатель между сравниваемыми 
группами значимо не изменялся, ко-
личество ядер (рис. 1В) в эмбрионах 
соответствовало исследуемой стадии  
развития.

Положительное влияние IGF-1 на 
созревание ооцитов выявлено у раз-
личных видов млекопитающих, вклю-
чая сельскохозяйственных живот-
ных. Концентрации, при которых этот 
эффект наблюдается, варьируют от 
20 до 100 нг/мл [9].

У крупного рогатого скота для сти-
мулирования ядерного созревания и эмбрио-
нального развития ооцитов IGF-1 к среде IVM до-
бавляют как в концентрации 50 нг/мл  [16], так и  
100 нг/мл [9, 17],  а в сочетании с другими росто-
выми факторами и в более низких количествах  
(20 нг/мл) [18]. При этом при одинаковой концен-
трации IGF-1 в одном случае  [17] сообщается о 
его положительном влиянии на завершение ядер-
ного созревания, в другом — нет [9].

Рис. 2. Партеногенетическое развитие ооцитов коров, созревающих in vitro 
при воздействии различных концентраций IGF-1
Примечание: А  — дробление искусственно активированных ооцитов; Б  — 
развитие искусственно активированных ооцитов до стадии бластоцисты. 
Средние значения для одной группы, помеченные разными буквами, стати-
стически достоверно различаются при p < 0,05.
Fig. 2. Parthenogenetic development of cow oocytes maturing in vitro under the 
influence of various concentrations of IGF-1
Note: A  — cleavage of artificially activated oocytes; B  — development of 
artificially activated oocytes to the blastocyst stage. The average values for one 
group, marked with different letters, differ statistically significantly at p < 0.05.
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Рис. 3. Качество эмбрионов, полученных после партеногенетической акти-
вации ооцитов коров, созревающих in vitro при воздействии различных кон-
центраций IGF-1
Fig. 3. Quality of embryos obtained after parthenogenetic activation of bovine 
oocytes matured in vitro with different concentrations of IGF-1
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Результаты настоящего исследования в целом 
подтвердили, что положительное влияние IGF-1 
в среде созревания ооцитов коров носит долго-
срочный характер и связано преимущественно с 
цитоплазматическими, а не ядерными изменени-
ями в яйцеклетках. IGF-1 не оказывал влияния на 
долю ооцитов с ППТ, однако способствовал повы-
шению выхода бластоцист после их партеногене-
тической активации.
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Примечательно, что выявленный эффект IGF-1,  
в отличие от данных других исследований  [18], 
был достигнут при более низких концентрациях, 
значения которых были сопоставимы с теми, что 
использовались в комбинации с другими росто-
выми факторами.

Выводы/Conclusions
Таким образом, IGF-1 в среде in vitro созрева-

ния оказывает стимулирующее влияние на ком-
петентность ооцитов коров к последующему 
эмбриональному развитию, приводя к увели-
чению образования бластоцист после партено-
генетической активации. Позитивный эффект 
этого фактора на долю развития созревших и 

активированных ооцитов до стадии бластоци-
сты зависит от его концентрации, которая при-
менительно к используемым условиям культи-
вирования варьирует от 5 до 20 нг. В контроле 
данный показатель составлял 17,3 ± 1,6%, в то 
время как присутствие в среде созревания IGF-1 
в концентрациях 5, 10 и 20 нг/мл повышало 
его, соответственно, до 29,9 ± 4,5, 30,7 ± 3,6 и 
29,6 ± 2,3%. Следовательно, в этих концентра-
циях IGF-1 может быть рекомендован для in vitro 
созревания ооцитов коров. Однако полученные 
данные являются предварительными, и требу-
ется проведение дополнительных исследова-
ний в направлении расширения исследуемых 
показателей.
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