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Введение. В последние десятилетия скорость
сокращения биоразнообразия амфибий резко уве-
личилась. Данные комиссии по выживанию видов
МСОП свидетельствуют, что пятая часть ныне жи-
вущих позвоночных животных находятся в угро-
жаемом состоянии, в том числе к амфибиям отно-

сится наибольшее число видов (41%), имеющих
такой статус (IUCN, 2024). Основными причина
ми резкого сокращения биоразнообразия амфибий
являются, в частности, разрушение среды обита-
ния, загрязнение нерестовых водоемов, болезни и
чрезмерный вылов (González- el-Pliego et al., 2019;
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Аннотация. В настоящее время наблюдается недопустимо высокий темп сокращения
биоразнообразия позвоночных животных и, в первую очередь, амфибий. Данная ситуация
требует принятия экстренных мер для спасения исчезающих видов этих животных. Одна
из них – развитие вспомогательных репродуктивных технологий, в том числе технологии
криоконсервации и создания криобанков репродуктивных клеток (сперматозоидов и
ооцитов). Однако технологии криоконсервации, успешно применяемые для криобанков
сперматозоидов, до сих пор не удается адаптировать для сохранения ооцитов амфибий.
Это подстегнуло интерес к исследованию возможности гипотермического хранения ооци-
тов амфибий при низких положительных температурах. Задачей данной статьи является
рассмотрение и анализ результатов гипотермического хранения овулированных ооцитов
бесхвостых амфибий. Анализ литературы свидетельствует, что длительность хранения
овулированных ооцитов лягушек в каких-либо водных растворах не превышает десятков
часов. Длительность хранения ооцитов «сухим» способов в закрытых бюксах возрастает
до 9 дней, а их сохранность в тушках самок может достигать 9 – 10 суток. Применение
усовершенствованного «сухого» метода с использованием газовых смесей под давлением,
увеличивает срок хранения ооцитов до 12 – 15 дней. Максимальная длительность (до 2 –
2.5месяцев)наблюдаласьпри хранении ооцитов в яйцеводахживыхлягушек.
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Задача данной публикации – обобщение по-
лученных результатов исследований по гипотер-
мическому хранению в жизнеспособном состоя-
нии овулированных ооцитов амфибий.

Одной из таких мер является создание вспо
могательных репродуктивных технологий длитель
ного сохранения репродуктивных клеток (спермато
зоидов и овулированных ооцитов) амфибий (Anan
jeva et al., 2017). Наиболее успешным методом
длительного хранения биологического материала
является криоконсервация – хранение материала
при сверхнизких температурах (Clulow Clu
low , 2016). Технологии криоконсервации сперма
тозоидов сельскохозяйственных животных, а так
же рыб и амфибий разработаны и успешно приме
няются (Yánez-Ortiz et al., 2022; Tiersch Green, 2011).
В то же время надежных методов криоконсерва-
ции овулированных ооцитов или ранних зароды-
шей амфибий со стабильно воспроизводимыми ре-
зультатами к настоящему времени создать пока не
удается (Derakhshan et al., 2017). Отсутствие надеж-
ных технологий криоконсервации стимулировало
интерес к изучению возможностей гипотермичес-
кого хранения овулированных ооцитов при низких
положительныхтемпературах (Anastas et al., 2023).
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Scheele et al., 2019). Вышесказанное требует при
нятия экстренных мер для сохранения уязвимых и
исчезающих видов амфибий.

-

Причины относительно быстрого снижения
оплодотворения ооцитов при их хранении в раз-
личных водных растворах, как с низкой, так и вы-
сокой осмоляльностью, изучены не достаточно
полно ( ., 2019). Предполагается, что
одной из возможных причин такого снижения
оплодотворения ооцитов является насыщение сту-
денистой оболочки ооцитов водой из растворов
хранения, что приводит к её значительному набу-
ханию и изменению ее структуры и свойств
(Elinson, 1986; Pavlov, Emel'yanova, 2007). Поэто-
му в недавно опубликованных исследованиях
было предложено сохранять овулированные ооци-
ты «сухим» методом в небольших, плотно закры-

Clulow et al

Результаты и их обсуждение. В ранних ис-
следованиях ооциты сохраняли в воде, а затем – в
физиологических растворах, в частности в раство-
ре Рингера для амфибий (SAR) (Elinson, 1986;
Browne et al., 2001). Было показано, что при хране-
нии ооцитов в растворах с низкой осмоляль-
ностью (5 мОсм кг ) их способность быть оплодо-
творенными снижалась до ноля через 0.5 – 1 час
(Elinson, 1986). При хранении в SAR овулиро-
ванные ооциты ( ) теряли
способность к оплодотворению через 8 ч (

-1

Rhinella Bufo marinus
Browne

et al., 2001), а ооциты –
через 12 – 16 ч хранения (Edwards et al., 2004).

Limnodynastes tasmaniensis

Проведенные эксперименты показали, что
при хранении овулированных ооцитов травяной
лягушки в плотно закрытых бюксах
без каких-либо растворов в холодильнике при тем-
пературе +4°С способность к оплодотворению че-
рез 7 дней сохранялась у 40% ооцитов. Половина
этих оплодотворенных ооцитов успешно развива-
лась до стадии выклева. Практически полная по-
теря способности к оплодотворению у этих ооци-
тов наблюдалась лишь к девятому дню экспери-
мента (Uteshev et al., 2019).

R. temporaria

Далее рассмотрим результаты исследова-
ний гипотермического хранения ооцитов травя-
ной лягушки в яйцеводах живых или декапитиро-
ванных самок. В обоих случаях для стимулирова-
ния процесса овуляции самкам вводили гонадо-
тропный гормон (LHRH аналог). Через двое суток
тестировали завершение овуляции и скопление ову-
лированных ооцитов в нижней части яйцеводов.
Для этого мягким массажем живота лягушки сце-
живали небольшую порцию овулированных ооци-
тов, затем приступали к исследованию успешнос-
ти хранения ооцитов в организме самки.

тых бюксах без использования каких-либо рас-
творов (Uteshev et al., 2018, 2019). В плотно закры-
тых бюксах не происходит высыхание ооцитов, а
при отсутствии каких-либо растворов студенистая
оболочка ооцитов не разбухает. Упомянутые ис-
следования (Uteshev et al., 2018, 2019) были вы-
полнены на ооцитах травяной лягушки (Rana tem-
poraria), нерестящейся ранней весной. Ооциты
хранили в холодильнике при температуре +4°С.
Анализ полученных результатов свидетельствует,
что для успешного сохранения ооцитов палеарк-
тических видов амфибий, нерестящихся ранней
весной, необходимо соблюдение как минимум
двух условий: сохранение ооцитов без использо-
вания водных растворов («сухой» способ хране-
ния) и низкие положительные (0 – +4°С) темпе-
ратуры хранения.

Описанный «сухой» метод гипотермическо-
го хранения овулированных ооцитов амфибий
дальнейшее развитие получил в исследованиях
Е. Л. Гагаринского с соавторами (Gagarinskiy et al.,
2023). Ими была использована камера для газовой
консервации. Ооциты травяной лягушки R. tempo-
raria хранили при температуре +4 С в атмосфере
газовой смеси (О + СО) под давлением 6.5 атмос-
феры. При таком способе хранения через 12 дней у
39±14% ооцитов наблюдали способность к опло-
дотворению (таблица). В контрольной серии экспе-
риментов при хранении ооцитов в закрытых бюк-
сах в холодильнике через 12 дней все ооциты
полностью теряли способность к оплодотворению

о

2

Gagarinskiy et al., 2023).(
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Длительность хранения овулировавших ооцитов амфибий
Table. Storage duration of ovulated amphibian oocytes

Во второй серии экспериментов изучали воз-
можность сохранения ооцитов в яйцеводах дека-
питированных самок . В этих экспе-
риментах после завершения овуляции животных
декапитировали, и тушки лягушек помещали в хо-
лодильник при температуре +4°C. Обнаружили, что
при таком способе гипотермического хранения ову-
лированных ооцитов травяной лягушки через
9 дней более 20% ооцитов были способны к опло-
дотворению (см. таблицу).

R. temporaria

Заключение. Анализ литературы свиде-
тельствует, что длительность хранения овулиро-
ванных ооцитов лягушек в каких-либо водных рас-
творах не превышает десятков часов. Длитель-
ность хранения ооцитов «сухим» способов в за-
крытых бюксах возрастает до 9 дней, а их сохран-

В первой серии экспериментов изучали дли
тельность сохранности ооцитов в яйцеводах жи
вых самок травяной лягушки. После завершения
овуляции самок содержали в холодильнике при
температуре +4°C, что на 3 – 5 градусов ниже тем
пературы естественного нереста этого вида амфи
бий. Пониженная температура приводила к тормо
жению их репродуктивной активности и пролон
гированию сохранения овулированных ооцитов в
яйцеводах. Было обнаружено, что через 30 дней хра-
нения в живых самках в холодильнике 46.4±3.0%
ооцитов сохранили способность к оплодотворе
нию. До стадии выклева успешно развивалось
49.2±8.0% этих оплодотворенных ооцитов (Ute
shev et al., 2018, 2019). В более позднем исследо
вании авторы показали, что даже после 70 дней со
держания самок травяной лягушки с овулирован
ными ооцитами в холодильнике около 75.8±8.0%
извлеченных ооцитов успешно оплодотворялись
(см. таблицу) и 74.8±8.0% этих ооцитов развились
до выклева (Uteshev et al., 2024). В этом исследо-
вании авторы выявили, что находясь в яйцеводе,
овулированные ооциты не контактируют ни с ка-
кими физиологическими жидкостями организма
самки. Таким образом, гипотермическое хранение
неоплодотворенной икры в яйцеводах является
своеобразным вариантом «сухого» способа хране-
ния ооцитов (Uteshev et al., 2024).
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Способы хранения ооцитов / Oocyte storage methods
Длительность хранения ооцитов /

Oocyte storage duration

В различных водных растворах / In various aqueous solutions Часы или десятки часов / Hours or dozens of hours

«Сухим» методом в закрытых бюксах / “Dry” method in closed baskets До 9 дней / Up to 9 days

В яйцеводах декапитированных самок / In the oviducts of decapitated females До 9 – 10 дней / Up to 9–10 days

«Сухим» методом с использованием газовых смесей под давлением /

“Dry” method using gas mixtures under pressure

До 12 – 15 дней / Up to 12–15 days

В яйцеводах живых самок / In the oviducts of live females До 2 – 2.5 месяцев / Up to 2–2.5 months
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Abstract: Currently, there is an unacceptably high rate of decline in the biodiversity of verte-
brates, and, first of all, amphibians. This situation requires emergency measures to save the en-
dangered species of these animals. One of such measures is the development of assisted repro-
ductive technologies, including cryopreservation and cryobanking of reproductive cells (sperm
and oocytes). However, cryopreservation technologies, successfully used for banking sperm, 
have not yet been adapted for cryobanking amphibian oocytes. This has spurred interest in
studying the possibility of hypothermic storage of amphibian oocytes at low positive tempera-
tures. The objective of this article is to consider and analyze the results of hypothermic storage 
of ovulated oocytes of tailless amphibians. Our analysis of the literature shows that the duration 
of storage of ovulated frog oocytes in any aqueous solutions does not exceed tens of hours. The
storage duration of oocytes by the “dry” method in closed containers increases up to 9 days, 
and their preservation in female carcasses can reach 9–10 days. The use of an improved “dry”
method employing gas mixtures under pressure increases the storage period of oocytes up to 
12–15 days. The maximum duration (2–2.5 months) was observed when storing oocytes in the 
oviducts of live frogs. 
Keywords: amphibians, ovulated oocytes, hypothermic storage, cryopreservation 
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