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Аннотация. В настоящее время в связи с совершенствованием клеточных репродуктивных технологий в современ-
ном животноводстве появилась возможность для более подробных исследований по изучению ооцита и соматических 
клеток (клетки гранулезы) фолликула. Необходимость разработки успешных моделей дозревания женских гамет опре-
деляет потребность совершенствования существующих методик отбора донорских яйцеклеток). Созревание ооцита in 
vivo происходит при непосредственном участии структурных элементов фолликула, содержащихся в фолликулярной 
жидкости [3, 4, 6]. Клетки гранулезы широко используются в системах дозревания ооцитов коров, а также в техноло-
гиях клонирования и трансгенеза [8, 13]. Цель настоящего исследования – проанализировать деструктивные измене-
ния клеток гранулезы в овариальных фолликулах коров (Ø 3–5 мм), содержащих растущие (ВСВ–) или завершившие 
фазу роста ооциты (ВСВ+). Методы. Тестирование ооцитов по функциональному признаку проводилось с помощью 
витального красителя ВСВ (brillant cresyl blue – бриллиантовый кристаллический голубой) [10]. Показатели жизнеспо-
собности в клетках гранулезы, выделенных из фолликулов, содержащих растущие или завершившие фазу роста оо-
циты, определяли методом проточной цитометрии. Результаты исследования. Установлено, что гранулезные клетки 
из фолликулов коров характеризуются различными показателями уровней апоптоза в зависимости от статуса ооцитов 
(завершившие рост и растущие), выделенных из этих фолликулов. Доля апоптотических клеток гранулезы в фоллику-
лах коров, содержащих завершившие фазу роста ооциты, значительно превышала таковую в фолликулах, содержащих 
растущие ооциты (29 % против 18 %, c:dР < 0,05). Научная новизна исследований: данные, полученные при помощи 
проточной цитометрии, позволяют рассматривать уровень апоптозов в клетках гранулезы овариальных фолликулов ко-
ров как индикатор функционального статуса развивающегося в нем ооцита (растущий или завершивший фазу роста). 
Данный показатель возможно использовать при прогнозировании компетенций ооцитов коров к созреванию in vitro.
Ключевые слова: ооцит, гранулeза, апоптоз, корова, бриллиантовый кристаллический голубой, in vitro.
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Постановка проблемы (Introduction)
Появление новых технологических возможностей в 

клеточных репродуктивных технологиях (клонирование 
и трансгенез) определяет важность первичного этапа – 
отбора качественных донорских яйцеклеток для культи-
вирования. Методика ранжирования ооцит-кумулюсных 
комплексов с учетом морфологических критериев (число 
слоев кумулюсных клеток, ширина зоны пеллюцида, зер-
нистость ооплазмы) долгое время являлась единственной. 
Визуальная оценка донорских ооцитов, выделенных из 
фолликулов яичников живых животных (трансвагиналь-
ная аспирация) или из постмортальных яичников, во 
многом зависит от профессиональных компетенций эм-
бриотехнологов. В качестве способа оценки компетент-
ности яйцеклетки к дальнейшему созреванию предложена 

диагностика функционального статуса ооцитов, основан-
ная на разнице в активности фермента глюкозо-6 фосфат 
дегидрогеназы (G6PDH). На момент аспирации ооциты в 
фолликулах могут находиться в разном функциональном 
состоянии: растущие ооциты (ВСВ‒) и ооциты, завер-
шившие фазу роста (ВСВ+). Разделить эту гетерогенную 
популяцию стало возможным с помощью инвазивного 
витального красителя ВСВ (brillant cresyl blue – брилли-
антовый кристаллический голубой) [10]. BСB-тест осно-
ван на способности G6PDH конвертировать окраску BСB 
из голубой в бесцветную в растущих ооцитах (ВСВ–), а в 
цитоплазме завершивших стадию роста ооцитах (ВСВ+) 
BСB-краситель не теряет цвет. Созревание яйцеклетки in 
vivo происходит при участии структурных элементов фол-
ликула, содержащихся в фолликулярной жидкости, состав 
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которой, безусловно, влияет на качество женской гаме-
ты [3, 4, 6]. Фолликул выполняет две главные функции: 
продуцирование гормонов и обеспечение роста ооцитов, 
компетентных к оплодотворению [3, 11]. Клетки грану-
лезы необходимы для роста и дифференциации ооцитов, 
нормального протекания мейоза, цитоплазматического 
созревания, а также контроля транскрипционной актив-
ности в яйцеклетках [12, 13, 15]. Гетерогенность ооцитов 
регулируется на уровне клеточных популяций, и одним 
из таких механизмов может быть универсальный процесс 
программированной клеточной гибели – апоптоз, который 
характерен для единичных клеток или их кластеров яй-
цеклетках [1, 14]. Этот процесс отвечает за развитие до-
минантного фолликула и желтого тела, фолликулярную 
атрезию и овуляцию [2, 7]. Мониторинг деструктивных 
изменений гранулезных клеток овариальных фолликулов 
может явиться ключевым моментом в изучении механиз-
мов формирования полноценной яйцеклетки [8, 13].

Методология и методы исследования (Methods)
В экспериментах использовали постмортальные яич-

ники коров разного возраста. Яичники доставляли в ла-
бораторию в термосе в стерильном физиологическом рас-
творе при температуре 32–35 °С. Объектом исследования 
служили ооцит-кумулюсные комплексы (ОКК) и клетки 
гранулезы (КГ), которые получали путем аспирации жид-
кости из 453 фолликулов диаметром 3–5 мм с заметно вы-
раженной васкуляризацией и тургором. Аспират, получен-
ный из каждого фолликула, переносили в одну из лунок 
96-луночных плат до оценки функционального статуса 
ооцита. Для экспериментов отбирали ооциты округлой 
формы, с гомогенной цитоплазмой, равномерной по ши-
рине зоной пеллюцида, окруженные многослойным ком-
пактным кумулюсом. Для проведения ВСВ-теста ооцит-
кумулюсные комплексы (ОКК) коров отмывали в растворе 
Дюльбекко с добавлением 0,4 % бычьего сывороточного 
альбумина, затем помещали на 90 минут в 26µМ раствор 
BCB, приготовленного на основе Дюльбекко. После этого 
аспираты ФЖ разделяли в соответствии с функциональ-
ным статусом находившегося в нем ооцита (растущий или 
завершивший фазу роста) и центрифугировали при 250g 
в течение 10 минут. Далее удаляли супернатант, а клетки 
гранулезы дважды отмывали путем ресуспендирования в 
фосфатно-солевом буфере. Инкубировали КГ в течение 3 
часов при температуре 37 °С в фосфатно-солевом буфере 
с добавлением 5 % сыворотки крупного рогатого скота. 
Для оценки экстернализации фосфатидилсерина к кле-
точной суспензии (1,3×106 клеток/мл) добавляли зонд к 
аннексину-V (AnV) и йодистый пропидий (PI) (набор An-
nexinV-FITC Apoptosisdetectionkit, Sigma-Aldrich, США) 
согласно инструкции, Анализ проводили на проточном ци-
тометре Cytomics FC 500. Обработка полученных резуль-
татов осуществлялась при помощи программного обеспе-
чения Kaluza™ (BeckmanCoulter, США). Достоверность 
различия сравниваемых средних значений оценивали при 
трех уровнях значимости: P < 0,05; P < 0,01; P < 0,001 для 
3 независимых экспериментов с использованием χ²-тест 

(статистическая программа SigmaStat). Все использован-
ные в исследовании реагенты, за исключением указанных, 
производства Sigma-Aldrich. Цель настоящего исследова-
ния – проанализировать деструктивные изменения клеток 
гранулезы в овариальных фолликулах коров (Ø 3–5 мм), 
содержащих растущие (ВСВ–) или завершившие фазу ро-
ста ооциты (ВСВ+). 

Результаты (Results)
Количество апоптотических клеток определялось как 

доля клеток, окрашенных аннексином V, но не окрашен-
ных йодистым пропидием (фракция AnV+/PI–), и выража-
лось в процентах от общего количества анализируемых 
клеток. Идентификация некроза базируется на способ-
ности йодистого пропидия проникать только в клетки с 
поврежденной мембраной. Для апоптоза характерно со-
хранение целостности мембраны вплоть до последних 
этапов программированной клеточной гибели [5]. Таким 
образом, живые клетки не будут окрашиваться ни одним 
красителем (AnnexinV–/PI–), апоптотические клетки будут 
окрашиваться аннексином V (AnV+), некротические клет-
ки и клетки на поздних стадиях апоптоза будут окраши-
ваться йодистым пропидием или обоими красителями сра-
зу (AnnexinV+–/PI+). Мониторинг деструктивных процес-
сов в клетках гранулезы овариальных фолликулов коров 
выявил достоверные различия между уровнем апоптозов 
гранулезных клеток фолликулов, содержащих растущие 
или завершившие фазу роста ооциты (18 % против 29 %, 
c:dР < 0,05, (критерий χ2)). Доля живых клеток гранулезы в 
фолликулах, содержащих завершившие фазу роста ооци-
ты, была значительно меньше таковой в фолликулах, со-
держащих растущие ооциты (62 % против 76 %, a:bР < 0,05, 
(критерий χ2)). Оценка некротических процессов исследу-
емых образцов показала, что уровень клеток с некрозом 
и клеток на поздних стадиях апоптоза в фолликулах, со-
держащих завершившие фазу роста ооциты, был выше по 
сравнению с этим показателем у клеток гранулезы из фол-
ликулов, содержащих растущие ооциты (11 % против 6 %, 
e:fР < 0,05 (критерий χ2). 

Обсуждение и выводы (Discussion and Conclusion)
В результате исследования установлено снижение 

количества жизнеспособных, функционально активных 
клеток гранулезы в овариальных фолликулах с ооцитами, 
ранжированными как завершившие фазу роста (ВСВ+). 
Напротив, доля живых клеток гранулезы, участвующих в 
формировании компетенции ооцита к созреванию, выше в 
клетках гранулезы из фолликулов с растущими ооцитами 
(ВСВ–). Полученные с помощью проточной цитометрии 
данные о деструктивных изменениях в клетках гранулезы 
овариальных фоликулов коров с учетом функционально-
го статуса содержащегося в них ооцита (растущие и за-
вершившие фазу роста) позволяют использовать уровень 
апоптозов гранулезных клеток как показатель при прогно-
зировании качества донорских ооцитов коров.

Работа выполнена в соответствии с темой Министер-
ства образования Российской Федерации, номер госреги-
страции – АААА-А18-118021590132-9. 
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Abstract. Currently, there is the possibility of more detailed studies to the study of oocytes and somatic cells (granulosa cells). 
The possibility to develop successful models of maturation of female gametes defines the possibility to improve existing meth-
ods for the selection of donor eggs and the search for new donor eggs. Oocyte maturation in vivo occurs with the participation 
of structural follicle elements and follicular fluid [3, 4, 6]. Granulosa cells are widely used in bovine oocyte maturation systems 
and used in cloning and transgenesis technologies [8, 13]. Purpose of this study: to perform destructive changes granulosa 
cells in ovarian follicles of bovines (Ø 3–5 mm),which contain growing(ВСВ–) or completed the growth phase of oocytes 
(ВСВ+). Methods: Functional testing of oocytes wascarried out using the vital dye BCB (brillant cresyl blue – diamond crystal 
blue) [10]. Viability indices in granulosa cells isolated from follicles that contain oocyte s that grow or complete the growth 
phase were determined by flow cytometry. The result. It was found, that cellsof granulosa from cow follicles are characterized 
by different indicators of apoptosis levels depending on the status of oocytes (completed growth and growing) isolated from 
these follicles. The proportion of apoptotic granulosa cells in bovine follicles of containing oocytes that completed the growth 
phase, exceeded that in follicles containing growing oocytes by 11 % (29 % vs. 18 %, c:dP < 0.05). The scientific novelty: The 
data obtained using flow cytometry, allow us to evaluate the level of apoptosis in granulosa cells of bovine ovarian follicle as 
indicator of functional status of developing oocytes (growing or completed growth phases). This indicator can be used in prog-
nosis of competencies for maturation of bovine oocytes.
Keywords: oocyte, granulosa, apoptosis, bovine, brilliant cresyl blue, in vitro.
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