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РЕФЕРАТ В обзоре рассмотрены основные факторы, влияющие на развитие овариального фолликула мыши 
в условиях in vitro в трехмерной системе альгинатного гидрогеля: концентрация альгината, присутствие 
в гидрогеле веществ, влияющих на жесткость субстрата (коллаген, фибрин); атмосфера культивирования; 
базовый состав культуральных сред, присутствие в средах для культивирования специальных добавок, 
проявляющих свойства антиоксидантов (соли аскорбиновой кислоты, глутатион) или способствующих 
улучшению липидного обмена (L-карнитин), гормональных препаратов и факторов роста. Обсуждаются ос-
новные методические подходы группового культивирования фолликулов в альгинатном гидрогеле, а также 
сокультивирования инкапсулированных в альгинат фолликулов с различными клеточными популяциями.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА альгинат, гидрогель, фолликул, яичник мыши.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ БСА – бычий сывороточный альбумин; ИТС – инсулин, трансферрин, селенит; ЛГ – 
лютеинизирующий гормон; 2D – двухмерный; 3D – трехмерный; ФСГ – фолликулостимулирующий гормон; 
ХГЧ – хорионический гонадотропин человека; ЭТС – эмбриональная телячья сыворотка; ЭФР – эпидер-
мальный фактор роста.

ВВЕДЕНИЕ
Создание системы, позволяющей получать зрелые 
ооциты в условиях in vitro, представляет большой 
интерес для исследователей. По различным при-
чинам женщине может потребоваться получить 
зрелые ооциты из ткани яичника в искусственных 
условиях. Например, при гормонзависимом раке мо-
лочной железы для снижения выработки половых 
гормонов применяют овариоэктомию [1]. При других 
видах рака применяют лучевую и химиотерапию, 
что также негативно сказывается на состоянии яич-
ника. Под действием химиотерапевтических агентов 
клетки яичника деградируют по пути апоптоза. Этот 
процесс затрагивает как строму, так и собственно 
фолликулярную систему яичника [2] и приводит 
к уменьшению численности в том числе и приморди-
альных фолликулов, а следовательно, к снижению 
овариального резерва и развитию бесплодия [3]. В на-
стоящее время больным предлагается проведение 
криоконсервации овариальной ткани в расчете на то, 
что после успешного лечения данную ткань можно 
будет вернуть в организм пациентки [4]. Такие про-
цедуры сопряжены с рядом трудностей: как при за-
боре овариальной ткани, так и при аутотрансплан-

тации необходимо хирургическое вмешательство, 
а для инициации роста и созревания фолликулов 
и ооцитов требуется гормональная стимуляция. Все 
эти действия могут негативно отразиться на осла-
бленном здоровье пациентки, включая повышение 
риска возобновления онкологического процесса.

Выходом в подобных ситуациях может стать 
культивирование ткани яичника в условиях in vi-
tro с дальнейшим получением зрелых, способных 
к оплодотворению ооцитов, которые могут быть под-
вергнуты криоконсервированию и в дальнейшем 
использоваться в программах вспомогательных ре-
продуктивных технологий. В последние годы ме-
тоды культивирования in vitro овариальной ткани 
и единичных фолликулов активно разрабатываются 
на различных модельных объектах. К таким модель-
ным объектам относятся собака [5], макака-резус [6], 
но в большинстве случаев используют ткань яични-
ка мыши [7–11]. Хотя за последнее время получен 
ряд обнадеживающих результатов [7, 8, 10], многие 
вопросы, касающиеся регуляции роста фолликулов 
и созревания ооцитов в условиях in vitro, до сих пор 
не решены. Регуляция роста фолликулов и созрева-
ния в них ооцитов in vivo зависит от гормонов, вы-
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деляемых гипофизом и клетками яичника, ростовых 
факторов, а также других веществ, роль которых 
до сих пор до конца не установлена. Рост фолликула 
во многом зависит также от механических свойств 
окружающей овариальной ткани. Для успешного 
культивирования фолликулов in vitro необходимо 
воспроизведение всех этих условий.

Большая часть исследователей применяет куль-
тивирование единичных фолликулов, выделенных 
из яичника механическим или ферментативным спо-
собом. При механическом способе сохраняется боль-
шее число клеток фолликула, в том числе и клеток 
теки, что способствует лучшему росту фолликула 
в условиях in vitro [12, 13]. 

Культивирование единичных фолликулов может 
проводиться в условиях 2D (плоскостных, двухмер-
ных) или 3D (пространственных, трехмерных) си-
стем. Пространственные системы обладают рядом 
преимуществ по сравнению с плоскостными. Главный 
минус 2D-систем – низкое соответствие микроокру-
жения культивируемого фрагмента условиям in vivo. 
При двухмерном культивировании клетки фоллику-
ла и окружающей его стромы мигрируют по плоско-
сти, фолликулы теряют форму, и ооциты лишают-
ся нормального клеточного окружения. Регуляцию 
функционирования 2D-систем можно осуществлять 
лишь за счет изменения концентраций химических 
соединений (факторов роста, гормонов и т.п.) в куль-
туральной среде, тогда как при использовании 
3D-технологий культивирования регуляцию можно 
осуществлять также с помощью подбора физических 
параметров трехмерного микроокружения эксплан-
тата.

При создании трехмерных систем культивирова-
ния в качестве субстратов используют агарозу, кол-
лаген, матригель или производные альгинатов [14]. 
Альгинатные гидрогели, получающиеся в результате 
растворения солей альгиновой кислоты (альгинатов), 
имеют преимущества перед другими веществами: 
для их полимеризации необходимо лишь добавить 
раствор, содержащий связывающий агент – ионы 
Ca2+ или Mg2+. При этом не требуется воздействие 
высоких температур или ультрафиолетового излу-
чения, губительных для живых клеток. Кроме того, 
альгинаты имеют растительное происхождение (их 
получают из бурых водорослей), что делает возмож-
ным их использование в проектах, в которых требу-
ется использовать системы, содержащие компоненты 
только неживотного происхождения («animal free»). 
На рис. 1 показана схема образования альгинатного 
гидрогеля за счет полимеризации альгината натрия 
с помощью ионов кальция. Изменяя концентрацию 
солей кальция и магния, используемых при полиме-
ризации, концентрацию альгинатов в растворе, а так-

же время полимеризации можно добиться получения 
гидрогелей различной структуры и плотности, т.е. об-
ладающих разными механическими свойствами. 

Механическое окружение фолликула
Важное значение для нормального роста фолли-
кула и созревания ооцита имеют механические на-
пряжения, возникающие в клетках фолликула. 
В публикациях нескольких независимых групп ис-
следователей, посвященных изучению экспрессии 
генов в фолликулах яичников мыши, было показано, 
что выращивание фолликулов в менее концентриро-
ванных, а следовательно, более мягких альгинатных 
субстратах в большей степени соответствует усло-
виям роста и созревания фолликулов in vivo, нежели 
культивирование в более жестких альгинатных суб-
стратах [9, 15, 16]. 

В ходе культивирования фолликулов с использо-
ванием 0.25% альгинатных гидрогелей (0.25 г альги-
ната натрия растворены в 100 мл раствора) в ооцитах 
происходило увеличение числа транскриптов таких 
генов, как Gdf9, Bmp15, Tcl1 и Zp3, высокий уро-
вень экспрессии которых характерен для нормаль-
ного оогенеза in vivo, в сравнении с 1.5% альгинат-
ным гидрогелем (1.5 г альгината натрия растворены 
в 100 мл раствора). Кроме того, показано, что культи-
вирование фолликулов в более мягких альгинатных 
гидрогелях (0.25%) приводит к более интенсивному 
увеличению размеров ооцита и фолликула в целом 
в сравнении с культивированием в более жестком 
альгинатном гидрогеле (1.5%) [9].

Группой исследователей из США показано, 
что при культивировании фолликулов в жестких 
альгинатных гидрогелях (1.5%), снижающих темпы 
роста и развития фолликулов, в сравнении с более 
мягкими альгинатными гидрогелями (0.5%) наблюда-
ется избыточное увеличение экспрессии таких генов, 
как Star (регулирующего внутриклеточный транс-
порт холестерина, необходимого для синтеза половых 
гормонов), Cyp11a1 (отвечающего за превращение 
холестерина в прегненолон), Hsd3b1 (кодирующе-
го гидрокси-δ-5-стероиддегидрогеназу). Кроме того, 
при культивировании в 0.5% альгинатном гидрогеле (в 

Рис. 1. Схема образования альгинатного гидрогеля
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сравнении с 1.5% гидрогелем) усиливалась экспрессия 
Lhcgr, гена рецептора лютеинизирующего гормона 
и хорионического гонадотропина. Также между ну-
левым и восьмым днем культивирования фолликула 
в клетках гранулезы возрастает уровень экспрессии 
гена Cyp19a1, отвечающего за превращение андро-
стендиона в эстрадиол. Этот процесс идет более эф-
фективно в 0.5% альгинатном гидрогеле – уровень 
экспрессии Cyp19a1 повышается в 34 раза, а в 1.5% 
гидрогеле – только в 15 раз. В результате этого в фол-
ликулах, культивированных с использованием более 
жестких субстратов, наблюдали существенно мень-
шую выработку эстрадиола [15]. 

Также особый интерес представляет сравнение 
уровней экспрессии генов при развитии овариаль-
ных фолликулов in vivo, а также при их культиви-
ровании in vitro в альгинатном гидрогеле [16]. В этой 
работе у 12-дневных неполовозрелых мышей из яич-
ников выделяли фолликулы, содержащие два слоя 
клеток гранулезы (двухслойные фолликулы), после 
чего их инкапсулировали в 0.25% альгинатный гидро-
гель и культивировали в течение 4 дней. Сравнивали 
уровни экспрессии генов в клетках фолликулов 
после культивирования в альгинатном гидрогеле 
и в клетках многослойных фолликулов, выделенных 
из яичников 16-дневных мышей. Выделенные фол-
ликулы имели диаметр от 150 до 180 мкм, что соот-
ветствовало размеру фолликулов, полученных после 
культивирования in vitro. Установлено, что овари-
альные фолликулы, культивируемые в 0.25% альги-
натном гидрогеле, и фолликулы, растущие в усло-
виях in vivo, имеют сходные паттерны экспрессии, 
в том числе таких генов, как Fshr (кодирующего ре-
цептор к ФСГ), Inha (отвечающего за образование 
α-субъединицы ингибина), Igf1 (инсулиноподобного 
фактора роста первого типа, влияющего на рост фол-
ликула), Zp2 (кодирующего один из гликопротеинов, 
входящих в состав zona pellucida), Lhcgr. 

Хотя при использовании мягких альгинатных ги-
дрогелей удается добиться лучших результатов, чем 
при культивировании фолликулов в более жестком 
механическом окружении, культивирование в гидро-
гелях с низкой концентрацией альгината имеет ряд 
технологических сложностей. При применении менее 
концентрированных растворов деструкция капель 
гидрогеля наступает быстрее, так как между моле-
кулами альгината образуется меньшее количество 
поперечных сшивок, а, следовательно, структура 
получается менее прочной. Слабо концентрирован-
ные растворы альгинатов перспективны в случае 
технологий культивирования, способных обеспечить 
инкапсуляцию фолликулов в гидрогель и смену сре-
ды культивирования таким образом, чтобы при этом 
не происходило повреждения гидрогеля.

Воссоздание кортикально-медуллярной структуры 
яичника in vitro
В условиях in vivo фолликул в процессе роста пере-
ходит из более плотной (кортикальной) зоны яичника 
в менее ригидную (медуллярную) [17]. Таким обра-
зом, в естественных условиях происходит постепен-
ное уменьшение механических напряжений в клет-
ках фолликула. На сегодняшний день разработаны 
две различные методики, связанные с использовани-
ем альгинатов и позволяющие воссоздать кортикаль-
но-медуллярную структуру для единичного фолли-
кула: культивирование в фибриново-альгинатном 
или в альгинат-коллагеновом гидрогеле.

Для воссоздания условий изменяющихся меха-
нических напряжений были разработаны методики 
культивирования фолликулов в фибриново-альги-
натном гидрогеле [17–20], который образуется в ре-
зультате одновременной полимеризации альгина-
та и фибрина: альгината с помощью ионов кальция 
(Са2+), а фибрина с помощью тромбина и фактора 
свертываемости крови XIII. Фолликул в процессе 
роста выделяет в окружающую среду литические 
ферменты – протеазы, которые разрушают полиме-
ризованный фибрин. В результате механические на-
пряжения, существующие вокруг фолликула, куль-
тивируемого в фибриново-альгинатном гидрогеле, 
снижаются, что позволяет фолликулу сильнее уве-
личиться в размерах [18]. При использовании фибри-
ново-альгинатного гидрогеля, основанного на 0.25% 
альгинате, выработка эстрадиола и прогестерона 
фолликулами значительно усиливается, а размер 
ооцитов увеличивается гораздо значительнее, чем 
при использовании стандартного 0.25% альгинатного 
гидрогеля без добавления фибрина [20].

Другой способ создания динамического окруже-
ния фолликула, обладающего различными уровня-
ми жесткости, – альгинат-коллагеновая система. 
При таком типе культивирования в центре капли, 
в которую инкапсулирован фолликул, находится 
коллаген, а по периферии – альгинатный гидрогель. 
Коллаген значительно более мягкий субстрат, чем 
альгинатный гидрогель, поэтому получается гетеро-
генная по уровню жесткости система, имитирующая 
микроокружение фолликула в яичнике в условиях 
in vivo – кортикальная часть более жесткая, а ме-
дуллярная более мягкая [21]. На рис. 2 показана схе-
ма строения альгинат-коллагеновой капли с инкапсу-
лированным фолликулом. 

Одной из последних разработок является методи-
ка инкапсуляции фолликулов в двухслойную систе-
му, состоящую из альгината и коллагена, с помощью 
технологии микрофлюидики. Эта технология позво-
ляет получать капли, состоящие из различных ве-
ществ, взятых в необходимых пропорциях, за счет 
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направленных микротоков разных жидкостей, ко-
торые создаются по заданной схеме в заранее изго-
товленном чипе [22]. С помощью данной технологии 
можно получать капли необходимого размера, в том 
числе соответствующие объему единичного фолли-
кула, что позволяет упростить этапы дальнейшего 
культивирования [21].

В табл. 1 представлены основные типы систем 
культивирования фолликулов, а также показате-
ли, характеризующие эффективность систем дан-
ного рода, такие, как выживаемость и процент раз-
вития ооцитов до стадии метафазы II мейоза (MII). 
Наилучшие результаты получены при использова-
нии фолликулов с начальным диаметром более 130 
мкм; фолликулы размером менее 100 мкм в диаметре 
в таких исследованиях не используются, хотя в яич-
нике фолликулов такого размера достаточно мно-
го. По-видимому, для успешного роста фолликулов 
и созревания ооцита в альгинатных гидрогелях не-
обходим некоторый минимальный объем клеточного 
микроокружения.

Состав сред для культивирования фолликулов
При культивировании фолликулов, инкапсулиро-
ванных в альгинатный гидрогель, обычно исполь-
зуется двухступенчатая система культивирования. 
На первом этапе культивирование проводят в сре-
де, способствующей росту фолликула – IVC (In vitro 
culture medium), а на втором этапе фолликулы по-
мещают в среду для созревания ооцитов – IVM (In 
vitro maturation medium). В табл. 2 показаны основ-
ные типы сред для культивирования фолликулов, 
инкапсулированных в альгинатные гидрогели, и их 
производные.

Как правило, для роста и созревания фолликулов 
используется полная среда α-MEM с различными до-
бавками. Для роста фолликулов в среду добавляют 
инсулин, селенит, трансферрин (ИТС), бычий сыво-
роточный альбумин (БСА) или эмбриональную теля-
чью сыворотку (ЭТС), фолликулостимулирующий 

гормон (ФСГ). Иногда в культуральную среду вносят 
вещества, обладающие антиоксидантными свойства-
ми (аскорбиновая кислота) или усиливающие липид-
ный обмен (L-карнитин).

В среду для созревания ооцитов обязательно вно-
сят хорионический гонадотропин человека (ХГЧ) 
для стимуляции овуляции. Также в эту среду в боль-
шинстве работ добавляют факторы роста, в том чис-
ле эпидермальный фактор роста (ЭФР), который спо-
собствует нормальному протеканию мейоза [30]. 

На сегодняшний день не разработано единой ме-
тодики культивирования, хотя большинство авторов 
придерживаются двухступенчатой системы куль-
тивирования, позволяющей сначала стимулировать 
рост фолликулов, а затем активировать созревание 
в них ооцитов. Изучение целесообразности внесения 
в двухступенчатые культуральные среды различных 
добавок, способных индуцировать рост и развитие 
фолликулов и ооцитов, является первоочередной за-
дачей дальнейших исследований, связанных с полу-
чением ооцитов, способных к оплодотворению, в ус-
ловиях in vitro.

Регуляция липидного обмена при фолликулогенезе 
Как правило, при культивировании фолликулов 
в условиях in vitro значительное внимание уделяет-
ся метаболизму углеводов. В большинстве случаев 
в среду вносят сами углеводы в качестве энергети-
ческого субстрата: базовым компонентом большин-
ства сред для культивирования фолликулов являет-
ся α-МЕМ, в состав которого входит пируват натрия. 
Для полноценного развития ооцита и эмбриона важен 
не только углеводный трофический путь, но и путь 
β-окисления липидов. Однако внимание обмену ли-
пидов при культивировании фолликулов и эмбри-
онов уделяется лишь в единичных работах [7, 31]. 
Для метаболизма липидов по пути β-окисления не-
обходим карнитин, который помогает липидам про-
никать в митохондрию, принимая участие в форми-
ровании так называемого карнитинового тоннеля [32]. 

Образование АТР при разложении липидов про-
исходит в митохондриях в результате β-окисления 
жирных кислот. На первом этапе липидного обме-
на на наружной поверхности мембраны митохон-
дрий активируются жирные кислоты. В активации 
участвуют АТР, коэнзим A (HS-KoA) и ионы Mg2+. 
Реакция катализируется ферментом ацил-КоА-син-
тетазой: 

Жирная кислота

Жирная кислота
.

В результате реакции образуется ацил-КоА, ко-
торый является активной формой жирной кислоты. 
На втором этапе липидного обмена активированная 

Рис. 2. Схема строения альгинат-коллагеновой си-
стемы культивирования: фолликул находится в зоне 
перехода из более плотной области (кортикальной) 
в менее плотную (медуллярную). В процессе развития 
он разрастается в медуллярную область

Клетки гранулезы
Ооцит
Клетки теки
Альгинатный гидрогель 
           (кортикальная часть)
Коллаген 
           (медуллярная часть)
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Таблица 1. Развитие методик культивирования фолликулов яичников мыши в альгинатных гидрогелях различного 
состава (по [23] с дополнениями)

Состав гидрогеля

Продолжи-
тельность 
культиви-
рования, 

дни

Началь-
ный раз-
мер фол-
ликула, 

мкм

Выжи-
ваемость, 

%

На-
ступ-
ле ние 
МII, %

Дополнительные 
наблюдения в рамках 

исследования

Источ-
ник

2% альгинат (кортекс), 0.5% альгинат 
(ядро) vs 2% альгинат (кортекс), 0.5% 

коллаген типа I (ядро)
Более 9 100–130 Нет 

данных
Нет 

данных

Развитие до стадии 
антрального фолли-

кула происходит чаще 
при использовании 

коллагена

[21]

Альгинат, 0.25% vs 1.5% 8 130–150 Нет 
данных

86 vs 
63.8

Уровни экспрессии 
основных генов фол-
ликулогенеза выше 

при более мягких 
субстратах

[9]

0.25% альгинат с фибрином 8 130–150 Нет 
данных

Нет 
данных

Фолликул, разрушая 
фибрин протеазами, 

уменьшает механиче-
ские напряжения

[18]

0.25% альгинат с фибрином 12 Нет 
данных 75 88

Образование двух-
клеточных эмбрионов 
после оплодотворения 
ооцитов, полученных 

из фолликулов in vitro

[20]

0.25% альгинат 12 100–130 78 59

Исследование щеле-
видных контактов 
в фолликулярных 

клетках

[24]

Aльгинат, 1.5% vs 0.5% 2–8 150–180 82.7 vs 
84.3

Нет 
данных

Мягкий субстрат (0.5%) 
способствует росту 

фолликула в сравне-
нии с более жестким 

(1.5%) 

[15]

0.25% альгинат с фибрином 12 100–130 77–81 75–82 Нет данных [19]

Альгинат, 0.7, 1.5, 3% 8–12 100–130 
150–180 

31–66
46–91

Нет 
данных

Исследования 
секреции эстрогенов 

фолликулами
[25]

Различные системы культивирования 
(как индивидуальный альгинатный гидро-

гель, так и его комплексы с различными 
пептидами):

1.5% раствор альгината 
1.5% раствор альгината с коллагеном I типа 
1.5% раствор альгината с фибронектином
1.5% раствор альгината с трипептидами 

(аргинин, глицин, аспарагиновая кислота)
1.5% раствор альгината с коллагеном типа IV

1.5% раствор альгината с ламинином

8 
100–130 

vs
150–180 

64 vs 69
65 vs 67
70 vs 72
72 vs 62

72 vs 48
63 vs 61

40
44
71
65

50
71

Культивирование 
в комплексах альги-
ната с коллагеном I 

типа и с трипептидами 
приводило к росту 

фолликулов, исполь-
зование гидрогелей, 
содержащих фибро-
нектин, трипептиды 
или ламинин, стиму-

лировало образование 
ооцитов на стадии MII

[26]

Альгинат, 1.5% 8 150–180 93 71 

Рождение живых 
мышат после опло-

дотворения ооцитов, 
полученных из фолли-

кулов in vitro

[27]

Альгинат, 0.25, 0.5, 1, 1.5% 12 100–130 74–85 56–67

Изучение эффектов 
жесткости субстратов: 

более мягкие суб-
страты способствуют 

развитию ооцитов

[28]
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жирная кислота должна проникнуть в митохондрию. 
Ключевой и одновременно лимитирующий фактор 
этого процесса – карнитин-пальмитоилтрансфера-
за I (CPT1B), для функционирования которой необ-
ходим карнитин [31]. Третий этап липидного обме-
на протекает в матриксе митохондрий, где в цикле 
трикарбоновых кислот и цепи переноса электронов 
синтезируются молекулы АТР [31].

Показано, что ингибирование карнитин-пальмито-
илтрансферазы I препятствует нормальному проте-
канию мейоза [31, 33], из чего можно сделать вывод, 
что использование L-карнитина необходимо для нор-
мального развития и созревания ооцитов in vitro.

Эксперименты, проведенные на фолликулах 
мыши, культивированных в альгинатном суб-
страте [7], свидетельствуют о том, что добавление 
L-карнитина в среду для созревания ооцитов приво-
дит к увеличению числа нормально развивающихся 
эмбрионов, полученных в результате оплодотворе-
ния ооцитов, выращенных в условиях in vitro с ис-
пользованием L-карнитина.

Активация всех систем энергетического обмена (не 
только системы углеводного, но и липидного) важна 
для стимуляции созревания ооцитов. Поэтому следу-

ет ожидать появления работ, связанных с использо-
ванием L-карнитина и других кофакторов, позволя-
ющих стимулировать липидный обмен, и разработки 
методик эффективного культивирования фоллику-
лов с получением зрелых ооцитов.

Влияние окислительного стресса на рост 
и созревание фолликулов 
Культивирование фолликулов яичников млеко-
питающих осуществляют, как правило, в усло-
виях классического углекислотного инкубатора 
с соотношением газов: 5 об.% СО2

/воздух. Таким об-
разом, атмосфера, в которой проводится культиви-
рование, имеет следующее соотношение газов (об.%): 
5 CO

2
, 20 О

2
 и 75 N

2
 [34]. При таком соотношении газов 

в культуральной атмосфере парциальное давление 
кислорода в культивируемых тканях составляет 
около 140 мм рт. ст. [6]. В то время как парциальное 
давление кислорода в перитонеальной полости равно 
примерно 40 мм рт. ст. [35], что соответствует 5 об.% 
O

2
 в атмосфере инкубатора для культивирования.
Повышению жизнеспособности фолликулов, куль-

тивируемых в условиях пониженной концентрации 
кислорода, очевидно, способствует низкий уровень 

Таблица 2. Сравнение сред, используемых при культивировании фолликулов мыши в альгинатном гидрогеле

Состав среды для роста фолликулов Состав среды  
для созревания ооцитов

Наступление 
MII, % Источник

α-MEM, 3 мг/мл БСА, 1 мг/мл бычий фетуин, 10 мМЕ/мл ФСГ, 
5 мкг/мл инсулин, 5 мкг/мл трансферрин и 5 нг/мл селенит Не использовалась Нет данных [11]

α-MEM, 3 мг/мл БСА, 1 мг/мл бычий фетуин, 5 мкг/мл инсу-
лин, 5 мкг/мл трансферрин, 5 нг/мл селенит (ИТС), 0.01 МЕ/мл 
рекомбинантный человеческий ФСГ, 50 мкг/мл натриевой соли 

аскорбиновой кислоты

Не использовалась Нет данных [29]

α-MEM, глутамакс (3 мM), пенициллин и стрептомицин 
(100 МЕ/мл), 5 мг/мл человеческий сывороточный альбумин, 

инсулин (5 мкг/мл), трансферрин (5 мкг/мл), селенит (5 нг/мл), 
аскорбиновая кислота (50 мкг/мл), ФСГ (0.01 МЕ/мл)

Не использовалась Нет данных [10]

α-MEM, 5% ЭТС, 0.01 МЕ/мл ЛГ, 0.1 МЕ/мл ФСГ, 1 мM 
L-карнитин

α-MEM, 10% ЭТС, 
1.5 МЕ/мл ХГЧ 51 [7]

α-MEM, 1% ЭТС α-MEM, 10% ЭТС, 1.5 МЕ/мл 
ХГЧ, 5 нг/мл ЭФР

88 [20]

α-MEM, 0.01 МЕ/мл рекомбинантный ФСГ, 3 мг/мл БСА, 
1 мг/мл бычий фетуин, 5 мкг/мл инсулин, 5 мкг/мл трансфер-

рин, 5 нг/мл селенит

α-MEM, 10% ЭТС, 
1.5 МЕ/мл ХГЧ, 5 нг/мл 

ЭФР
59 [24]

α-MEM, 0.01 МЕ/мл рекомбинантный ФСГ, 3 мг/мл БСА, 
1 мг/мл бычий фетуин, 5 мкг/мл инсулин, 5 мкг/мл трансфер-

рин, 5 нг/мл селенит

α-MEM, 10% ЭТС, 
1.5 МЕ/мл ХГЧ, 5 нг/мл 

ЭФР
75–82 [19]

α-MEM, 0.01 МЕ/мл рекомбинантный ФСГ, 3 мг/мл БСА, 
1 мг/мл бычий фетуин, 5 мкг/мл инсулин, 5 мкг/мл трансфер-

рин, 5 нг/мл селенит

α-MEM, 0.25 пг/мл ЭФР, 
0.045 МЕ/мл ХГЧ Нет данных [25]

α-MEM, 0.01 МЕ/мл рекомбинантный ФСГ, 3 мг/мл БСА, 
5 мкг/мл инсулин, 5 мкг/мл трансферрин, 5 нг/мл селенит

α-MEM, 1.5 МЕ/мл ХГЧ, 
5 нг/мл ЭФР 40–71 [26]
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образующихся активных форм кислорода (АФК), 
в то время как при культивировании фолликулов 
яичников млекопитающих в условиях повышенного 
парциального давления кислорода происходит ак-
тивное образование АФК, вызывая в клетках окис-
лительный стресс, что негативно сказывается на ро-
сте и развитии фолликулов [36].

В ряде работ [10, 37] показано, что культивиро-
вание при пониженных концентрациях кислорода 
(5 об.% по сравнению с 20 об.% O

2
) в атмосфере ин-

кубатора приводит к повышению жизнеспособности 
и улучшению роста фолликулов яичников мыши.

Особое внимание необходимо уделять концентра-
ции О

2
 в атмосфере инкубатора на ранних стадиях 

культивирования фолликулов (примордиальных, 
первичных, а также ранних вторичных). В услови-
ях in vivo эти фолликулы располагаются в корковом 
слое яичника, степень васкуляризации которого зна-
чительно меньше, чем в мозговом слое, вследствие 
чего ранние фолликулы фактически находятся в ус-
ловиях особо острой гипоксии. Поэтому для их раз-
вития in vitro необходимо воссоздавать подобные ус-
ловия. Так, при культивировании ранних вторичных 
фолликулов мыши (диаметр 100–120 мкм) их рост, 
выживаемость, а также выработка фактора роста эн-
дотелия сосудов А (vascular endothelial growth factor 

A – VEGFA), лактата, ингибина В, антимюллерова 
гормона достоверно повышаются при культивирова-
нии в условиях 2.5 об.% атмосферы О

2
 по сравнению 

с культивированием в атмосфере 20 об.% О
2
 [11]. 

С другой стороны, показано, что при повышенных 
концентрациях кислорода образуются ооциты более 
высокого качества как при культивировании фол-
ликулов [38], так и при созревании ооцит-кумулюс-
ных комплексов in vitro [39]. Известно, что под воз-
действием низких концентраций кислорода в ооците 
может нарушаться активность моторных белков, 
в том числе динеина и динактина, регуляторных 
факторов, отвечающих за формирование веретена 
деления, а также белков, контролирующих клеточ-
ный цикл [38]. Кроме того, при пониженной концен-
трации кислорода в культуральной среде в клетках 
нарушается функционирование митохондрий, что, 
в свою очередь, ведет к снижению выработки АТР. 
Возможно, именно этот процесс влечет за собой на-
рушения функционирования всех перечисленных 
групп белков. Культивирование и созревание фолли-
кулов при низких концентрациях кислорода может 
привести также к десинхронизации процессов ядер-
ного и цитоплазматического созревания ооцитов [38].

Неоднозначность данных об оптимальной концен-
трации кислорода в культуральной атмосфере де-

Таблица 3. Основные системы сокультивирования фолликулов

Тип сокультивирования Схема опыта Источник 

1. Неконтактное сокультивирование 
большого числа фолликулов

Клетки гранулезы
Ооцит
Клетки теки
Альгинатный гидрогель

[8]

2. Фолликулы в среде,  
кондиционируемой эмбриональны-

ми фибробластами 

Клетки гранулезы
Ооцит
Клетки теки
Альгинатный гидрогель
Эмбриональные фибробласты

Кондиционируемая среда

[43]

3. Фолликулы в предварительно 
кондиционированной среде

Клетки гранулезы
Ооцит
Клетки теки
Кондиционированная среда

H
2
O

[13]
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лает исследования более актуальными, поскольку 
подбор правильных условий определяет качество эм-
брионов, развивающихся из ооцитов. Вероятно, стоит 
ожидать разработки многоступенчатых систем куль-
тивирования, сочетающих использование разных 
концентраций кислорода на различных этапах куль-
тивирования. Перспективной представляется трех-
ступенчатая система культивирования. На первом 
этапе (при культивировании ранних фолликулов) не-
обходимо использовать сверхнизкие концентрации 
кислорода. На втором этапе (при культивировании 
более поздних фолликулов, антральных) нужно по-
вышать концентрацию кислорода в атмосфере ин-
кубатора. На третьем этапе (при созревании ооцит-
кумулюсных комплексов, выделенных из культуры) 
требуется, вероятно, дополнительное повышение 
концентрации кислорода в атмосфере инкубатора. 
Впрочем, число этапов культивирования и процент-
ное содержание кислорода в культуральной среде 
на каждом этапе еще на установлены. Возможно, 
что более высоких результатов удастся добиться 
не при ступенчатом изменении концентрации кисло-
рода в культуральной атмосфере, а при ее плавном 
и постепенном увеличении в ходе всего культивиро-
вания.

Снижение уровня свободных радикалов в куль-
тивируемых фолликулах можно обеспечить и иным 
способом – путем внесения в культуральную среду 
антиоксидантов. Для снижения уровня образования 
активных форм кислорода при культивировании 
фолликулов в среду можно добавлять различные 
антиоксиданты, такие, как кверцетин [40], аскорби-
новая кислота [29, 41], 7,8-дигидроксифлавон [42], 
глутатион [29]. В то же время показано, что поло-
жительное влияние на рост фолликулов натриевой 
соли аскорбиновой кислоты обусловлено не ее анти-
оксидантными свойствами, а способностью к сти-
муляции образования контактов клеток фолликула 
с внеклеточным матриксом. А добавление глутатиона 
при культивировании фолликулов мыши, инкапсу-
лированных в альгинатный гидрогель, не приводило 
к увеличению их выживаемости и роста в сравнении 
с фолликулами, которые культивировали в среде 
с добавлением натриевой соли аскорбиновой кис-
лоты. Антиоксидантная активность как аскорбино-
вой кислоты, так и глутатиона, по всей видимости, 
не оказывала значительного воздействия на фолли-
кулогенез in vitro [29].

Использование методик сокультивирования 
Естественные условия роста и созревания фолли-
кулов в условиях in vitro воссоздают, внося в куль-
туральную среду гормональные препараты (ФСГ, 
ХГЧ, ЛГ) [7, 16, 17], факторы роста [20, 25] и другие 

компоненты [7, 10, 29]. Тем не менее воссоздать в ла-
боратории условия, в которых находятся фолликулы 
in vivo, пока не представляется возможным. Помимо 
гормонов клетки, гранулезы и теки фолликула выра-
батывают большое количество факторов роста, соз-
давая локально обогащенную ими специфическую 
зону, которая наилучшим образом способствует ро-
сту и развитию фолликулов, а также созреванию 
в них ооцитов.

Некоторые исследователи, создавая обогащен-
ную многочисленными ростовыми факторами и гор-
монами среду для культивирования фолликулов, 
применяют принципиально другой подход – сокуль-
тивирование группы фолликулов. Предполагается, 
что при совместном культивировании нескольких 
фолликулов овариальные компоненты будут стиму-
лировать рост и развитие друг друга путем обогаще-
ния среды секретируемыми паракринными фактора-
ми в концентрациях, необходимых для нормального 
роста фолликулов. В настоящее время разрабатыва-
ются три основных типа сокультивирования: некон-
тактное сокультивирование большого числа фолли-
кулов в составе одной капли альгинатного гидрогеля 
[8], сокультивирование фолликулов с эмбриональны-
ми фибробластами [29, 43], культивирование фолли-
кулов в кондиционированной среде [13, 43]. В табл. 3 
представлены схемы наиболее распространенных 
систем сокультивирования фолликулов.

При неконтактном сокультивировании несколь-
ко фолликулов помещают в одну каплю альгинат-
ного гидрогеля, однако при этом фолликулы непо-
средственно не контактируют друг с другом и между 
ними остается место для роста. Коммуникации меж-
ду фолликулами в таком случае осуществляются пу-
тем выделения в окружающее фолликулы простран-
ство паракринных факторов. Наилучшие результаты 
достигнуты при сокультивировании 10 фолликулов 
в группе [8].

Сокультивирование фолликулов с эмбриональны-
ми фибробластами проводят по следующей схеме: 
фолликулы, инкапсулированные в альгинатный ги-
дрогель, помещают на монослой инактивированных 
мышиных эмбриональных фибробластов, кондицио-
нирующих среду для культивирования различными 
паракринными факторами. В таких условиях воз-
можно более успешное выращивание фолликулов 
меньшего диаметра (начиная с 80–90 мкм), чем в си-
стемах без фидерного слоя, которые поддерживают 
рост фолликулов диаметром свыше 100 мкм.

При культивировании фолликулов в кондициони-
рованной среде предварительно выращивают раз-
личные клеточные культуры (эмбриональные фибро-
бласты мыши, овариальные клеточные компоненты), 
а затем собирают среду, в которой эти клетки куль-
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тивировали, и помещают в нее инкапсулированные 
в альгинатный гидрогель фолликулы. Такая среда 
содержит различные паракринные факторы, в том 
числе необходимые факторы роста, которые диф-
фундируют в толщу гидрогеля, создавая условия 
для роста фолликула. 

Каждый из трех основных методов имеет свои 
преимущества и недостатки. При неконтактном со-
культивировании большого числа фолликулов очень 
сложно проследить за процессом роста и созрева-
ния каждого фолликула в отдельности. При гибели 
даже одного фолликула в группе будет наблюдаться 
также снижение темпов роста оставшихся фолли-
кулов. В то же время метод неконтактного сокульти-
вирования фолликулов технологически прост и по-
зволяет получать достаточно высокие результаты 
при культивировании. Использование фидерного 
слоя инактивированных эмбриональных фибробла-
стов для сокультивирования с фолликулами сопря-
жено с рядом трудностей. В частности, при исполь-
зовании данной методики необходимо поддерживать 
оптимальный баланс в составе сред культивиро-
вания, так как для нормального роста и развития 
фолликулов и эмбриональных фибробластов не-
обходимо присутствие различных веществ в среде. 
Кроме того, возможность применения этого метода 
в медицинской практике также остается под вопро-
сом, поскольку подобная система подразумевает 
использование при сокультивировании фетальных 
клеток. Культивирование фолликулов в предвари-
тельно кондиционированной среде также является 
технологически сложным процессом. Данная систе-
ма сокультивирования подразумевает прохождение 
нескольких этапов, на каждом из которых необхо-
димо избежать контаминации культуральной сре-
ды. Кроме того, процесс кондиционирования среды 

пролиферирующей клеточной популяцией сложно 
стандартизировать – в каждой партии кондициони-
рованной среды может быть разная концентрация 
активных веществ. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Технологии культивирования компонентов ова-
риальной ткани млекопитающих с течением вре-
мени становятся все более и более сложными, все 
в большей степени соответствуя условиям in vivo. 
Учитывая значительное число различных аспектов, 
исследователям удается добиваться более высоких 
результатов культивирования: полученные ооциты 
созревают в большем числе случаев, чаще наблюда-
ется рост фолликулов до более поздних стадий. В бу-
дущем, нас, вероятно, ожидает обнаружение новых 
компонентов, которые необходимо добавлять в куль-
туральные среды для лучшего роста и созревания 
фолликулов, а также проведение работ, связанных 
с воссозданием архитектуры яичника в условиях 
in vitro, позволяющих культивировать фолликулы 
в оптимальных условиях. Учитывая многочисленные 
факторы (механические напряжения, обмен веществ 
в фолликуле, концентрация газов в культуральной 
атмосфере, гормональный фон, влияние паракрин-
ных факторов и т.д.), можно разработать высокоэф-
фективную систему культивирования фолликулов. 
Поэтому, вероятно, в ближайшем будущем стоит 
ожидать появления работ, в которых сочетается ис-
пользование всех необходимых для нормального ро-
ста и развития фолликула факторов, что позволит 
стабильно получать компетентные к оплодотворению 
и дальнейшему развитию ооциты. 

Работа поддержана Российским научным фондом 
(проект № 14-50-00029).
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