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Введение. Амфибии являются наиболее
уязвимым классом позвоночных животных (Сate-
nazzi, 2005). Антропогенное разрушение естест-
венных биоценозов, а также широкое распростра-
нение инфекционных заболеваний значительно
увеличило текущую скорость вымирания в дан-
ной группе по сравнению со скоростью, характер-
ной для предыдущих эпох (McCallum, 2007). Цен-
тры воспроизводства и реинтродукции позволяют
в какой-то мере препятствовать данному процессу
и сохранить виды амфибий, находящиеся под

угрозой исчезновения, посредством разведения в
зоокультуре. Благодаря работе российских иссле-
дователей в лабораторных условиях получено по-
томство нескольких видов амфибий, включенных
в Красную книгу Российской Федерации, что поз-
волило провести успешную реинтродукцию от-
дельных популяций (Кидов и др., 2021).

В процессе разведения не всегда удается
синхронизировать процессы получения спермы и
овулированных ооцитов, в связи с чем применяют
различные способы консервации генетического
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Аннотация. Разработка технологии гипотермической консервации ооцитов амфибий яв-
ляется одной из актуальных задач для криобиологии. Предложенный нами ранее способ
«сухой» гипотермической консервации в закрытых бюксах позволил увеличить длитель-
ность рефрижераторного хранения неоплодотворенных ооцитов травяной лягушки, Rana
temporaria до 7 суток (оплодотворено – 40%, выклев – 20%). Целью данного исследо-
вания являлось повышение эффективности предложенного ранее подхода при помощи
технологии хранения биологических объектов под давлением газовой смеси (СО+О ),
применяемой обычно для органов теплокровных животных. В группе «СО+О 6.5 атм.»
снижение качества сохраняемых ооцитов происходило лишь на 7-е сутки хранения. Коли-
чество фертильных ооцитов (91±8%) и личинок (80±14%) на сроках консервации до 4 су-
ток включительно в группе «СО+О 6.5 атм.» достоверно не отличалось от значений, полу-
ченных в группе нативного контроля 95+4 и 91±5% соответственно. На 7-е сутки консер-
вации в группе «СО+О 6.5 атм.» наблюдали резкое снижение показателей выклева до ре-
зультатов контрольной группы. Серия дополнительных экспериментов показала, что сни-
жение давления с 6.5 до 2.5 избыточных атмосфер повысило фертильность с 34±21% в
группе «СО+О 6.5 атм.» до 68±8% в группе «СО+О 2.5 атм.», а количество личинок – с
12±11 до 23±10% при семидневной консервации ооцитов. Предложенная технология га-
зовой консервации, использующая смесь СО+О , пролонгирует гипотермическое хране-
ние ооцитов амфибий на срок до 12-ти суток. Рекомендуемое давление газовой смеси в ка-
мере составляет 2.5 избыточных атмосфер.
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материала. Разработанный нами ранее способ «су-
хой» гипотермической консервации в закрытых
бюксах позволил увеличить длительность рефри-
жераторного хранения неоплодотворенных ооци-
тов травяной лягушки, , с несколь-
ких часов до семи суток (оплодотворено 40%;
выклев 20%) (Uteshev et al., 2019).

Rana temporaria

При этом перед авторами встал вопрос: воз-
можно ли улучшить результаты консервации, уве-
личив время хранения и количество жизнеспособ-
ных ооцитов? Положительные результаты, полу-
ченные при гипотермической консервации орга-
нов теплокровных с помощью биологически актив-
ных газов (Фесенко и др., 2020), натолкнули ав-
торов на мысль о возможной адаптации данного
подхода к методу «сухого» хранения ооцитов.

Цель данного исследования – изучение воз-
можности применения консервирующей газовой
смеси на основе монооксида углерода и кислорода
для пролонгации гипотермического хранения
ооцитов амфибий.

Материалыиметоды.Самцов и самок тра-
вяной лягушки, , отлавливали в
период зимовки в декабре в водоеме площадью
14355 м² с впадающей в него р. Любожиха в окрест-
ностях г. Пущино Московской области. Экспери-
менты проводили в 2022 и 2023 гг. Для получения
овулированных ооцитов и уринальной спермы вну-
трибрюшинно вводили гонадотропный гормон
«Сурфагон» (Мосагроген, Россия): самцам – 25 мкг/
особь, самкам – 50 мкг/особь. Опыты по хранению
ооцитов включали 2 экспериментальные группы в
2022 г. и 3 – в 2023 г.

R temporariaana

2022 г.: 1. Группа «CO+O 6.5» – ооциты хра-
нили под давлением смеси газов CO+O (в соот-
ношении 1:1) 6.5 атм. 2. Группа «Контроль» – ооци-
ты хранили при атмосферном давлении воздуха.
Экспериментальная группа состояла из 9 повто-
ров, один повтор содержал не менее 10 яйцеклеток
( = 9, где – количество повторов для каждой
ячейкивтаблице).Условияхранения:камера«Vivor»
(Premex, Швейцария) в холодильнике с температу-
рой 4°С, длительность хранения: 1, 4, 7 и 12 дней.
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2

n n

2023 г.: 1. Группа «CO+O 6.5» – ооциты хра-
нили под давлением смеси газов CO+O (в соотно-
шении 1:1) 6.5 атм. 2. Группа «CO+O 2.5» – ооци-
ты хранили под давлением смеси газов CO+O (в
соотношении 1:1) 2.5 атм. 3. Группа «Контроль» –
ооциты хранили при атмосферном давлении воз-
духа. Экспериментальная группа состояла из 6 пов-
торов, один повтор содержал не менее 10 яйцекле-
ток ( = 6, где количество повторов для каждой
ячейки в таблице). Условия хранения: камера «Vi-
vor» в холодильнике с температурой 4°С, дли-
тельность хранения: 4 и 7 дней.
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n n –

Анализ данных проводили с помощью про-
граммного обеспечения SigmaPlot 12.5 (Systat
Software Inc, США). Показатели выражали в виде
среднего значения и стандартного отклонения. Зна-
чимость различий определяли с использованием
U-критерия Манна – Уитни ввиду малого размера
рядов данных.

Долю оплодотворенных ооцитов подсчиты-
вали по отношению дробящихся икринок к обще-
му числу ооцитов, взятых в эксперимент, и выра-
жали в процентах. Долю выклева подсчитывали по
отношению числа личинок к начальному коли-
честву ооцитов и выражали в процентах. Нативные
ооциты (0-й день) оценивали у каждой самки, взя-
той в исследование, сразу после получения.

Результаты и их обсуждение. Фертиль-
ность ооцитов в контрольной группе плавно сни-
жалась на всём протяжении эксперимента: к 12-му
дню хранения не наблюдали способных к опло-
дотворению ооцитов. В группе «CO+O 6.5» сниже-
ние качества сохраняемых ооцитов по показате-
лям оплодотворения произошло лишь на 7-е сутки
консервации. Аналогичная картина наблюдалась
и при анализе выклева в обеих группах (таблица,
2022 г.). При этом важно отметить, что на 4-е сутки
после гипотермической консервации ооциты в
группе «CO+O 6.5» в 1.6 раза превосходили кон-
трольную по показателям успешности оплодотво-
рения и в 2.2 раза – по количеству дошедших до
стадии выклева эмбрионов, что позволяет говорить
о более высокой степени сохранности ооцитов.
Данные различия могут быть связаны с патологи-
ческими изменениями, происходящими в неопло-
дотворенных ооцитах амфибий. Известно, что в
течение первых дней в ооцитах протекают про-
цессы, приводящие к гибели посредством индук-
ции апоптоза по митохондриальному пути ( ,

2
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Sato
Tokmakov, 2020). Центральную роль в этом про-
цессе играет цитохром . Высвобождаясь через
внешнюю мембрану митохондрий в цитоплазму,
он участвует в формировании апоптосомного ком-
плекса с последующей активацией каспаз. Моно-
оксид углерода, входящий в состав газовой смеси,
способен в значительной мере купировать данные
патологические изменения. Так, воздействие мо-
нооксидом углерода приводит к снижению актив-
ности каспазы-3, что значительно уменьшает ко-
личество апоптотических ооцитов свиней
(Němeček et al., 2017). В работе на первичной куль-
туре астроцитов данный протекторный эффект дос-
тигается благодаря ингибированию высвобож-
дения цитохрома из митохондрий (Queiroga et
al., 2010).

С

in vitro

С

Однако представленные выше данные не
объясняли возможные причины резкого снижения
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Хранение яйцеклеток травяной лягушки, Rana temporaria

Примечание. Достоверность различий между экспериментальными группами и контрольной группой на
одинаковом временном промежутке гипотермической консервации обозначена: * при < 0.05 # при < 0.01P P .,

Note. The reliability of differences between the experimental groups and the control group at the same time interval of
hypothermic preservation is indicated: * at < 0.05, # at < 0.01.P P

Свойства ооцитов после их консервации в газовых смесях (доля от общего числа в виде среднего ±
стандартное отклонение, %)

Rana temporaria

Table. Properties of oocytes after their preservation in the gas mixtures (of the total number as an average ±
standard deviation, %)

Rana temporaria

количества ооцитов, дошедших до выклева в груп-
пе «CO+O 6.5 атм.» на 7-е сутки консервации. Это
позволило предположить негативное влияние
давления газовой смеси на сохранность ооцитов,
что подтвердилось в экспериментах 2023 г.: сни-
жение избыточного давления в камере на 4 атм.
привело к повышению количества фертильных
ооцитов в 2 раза (см. таблицу, 2023 г.). Количество
оплодотворенных ооцитов, дошедших до личи-
ночной стадии развития, также возросло.

2

Влияние давления на сохранность ооцитов в
условияхвоздействиягипотермииостаетсямалоизу-
ченным. В работе на мышиных яйцеклетках проде-
монстрировано благотворное влияние небольшого
избыточного давления (Nagamatsu et al., 2019). По-
вышение давления на 0.33 атмосферы обеспечива-
ло поддержание покоя ооцитов в примордиальных
фолликулах. Предполагается, что механическое
напряжение, сопровождаемое вращением ядра, яв-
ляется одним из критических факторов, необходи-
мых для поддержания состояния покоя ооцитов.
Кроме того, показано, что сохранность биологичес-
ких объектов может снижаться при воздействии
избыточного давления продолжительное время.
Так, на клеточной линии феохромоцитомы крысы
(PC-12) наблюдался самый высокий уровень апоп-
тоза и активности каспазы-3 и каспазы-9 в группе

максимального давления, составлявшего 0.09 атм.
(избыточное давление), при 24-часовой консерва-
ции (Tök et al., 2014). При оценке влияния высоко-
го гидростатического давления (до 1480 атм.) на со-
хранность бластоцист мышей выявлено, что с уве-
личением показателей давления время его воздей-
ствия должно сокращаться (Pribenszky et al., 2004).

Приведенные данные сложно сопоставить с
полученными авторами статьи результатами вви-
ду разницы в диапазонах используемых давлений
и времени воздействия. Снижение давления газовой
смеси на 4 атмосферы в наших экспериментах при-
вело к сохранению большего числа жизнеспособ-
ных ооцитов, что, вероятно, связано с уменьшени-
еммеханическогостресса,оказываемогонаклетку.

Заключение. Использование газовой смеси
(монооксида углерода и кислорода) повышает ко-
личество жизнеспособных ооцитов при длитель-
ной гипотермической консервации. Данный под-
ход потенциально может найти применение в со-
хранении ооцитов других классов позвоночных.
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Abstract: The development of a technology for hypothermic preservation of amphibian oo-
cytes is one of the urgent tasks for cryobiology. The previously proposed method of “dry” hy-
pothermic preservation in small sealed containers allowed us to increase the duration of refrig-
erated storage of unfertilized oocytes of the grass frog Rana temporaria up to 7 days (fertiliza-
tion 40%; hatching 20%). The aim of this study was to increase the effectiveness of the previ-
ously proposed approach using the technology of storing biological objects under pressure of a 
gas mixture (oxygen and carbon monoxide), usually used for warm-blooded animal organs. In 
the CO+O2 6.5 atm group, a decrease in the quality of preserved oocytes occurred only on the 
7th day of storage. The number of fertile oocytes (91±8%) and larvae (80±14%) during preser-
vation for up to 4 days in the CO+O2 6.5 atm group did not significantly differ from the values 
obtained in the native control group of 95+4% and 91±5%, respectively. On the 7th day of 
preservation, a sharp decrease in the hatching rates was observed in the CO+O2 6.5 atm group 
compared to the control group. A series of additional experiments showed that reducing the
pressure from 6.5 down to 2.5 atm (over atmospheric) increased fertility from 34±21% in the 
CO+O2 6.5 atm group up to 68±8% in the CO+O2 2.5 atm group, and the number of larvae 
from 12±11 to 23±10% during the seven days preservation of oocytes. Thus, we have demon-
strated the possibility of using the gas preservation technology with a CO+O2 mixture to pro-
long hypothermic storage of amphibian oocytes for up to 12 days. The recommended pressure 
of the gas mixture in the chamber is 2.5 atm (over atmospheric). 
Keywords: hypothermia, oocytes, amphibians, preservation, oxygen, carbon monoxide 
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