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Российская животноводческая промыш-
ленность находится в авангарде повышения 
продуктивности животных и ежегодно вносит 
миллиарды рублей в нашу национальную эконо-
мику [6]. Обеспечение продуктами питания на-
селения неизменно являлось основной задачей 
государства, т. к. это затрагивает все стороны 
экономики и социальной политики. Именно эта 
проблема легла в основу новой Доктрины про-
довольственной безопасности России, утверж-
денной Указом Президента Российской Федера-
ции от 21 января 2020 года [20]. Поэтому даже 
незначительное увеличение репродуктивной 
способности крупного рогатого скота повышает 
продуктивность, повышение эффективности 
репродуктивных технологий приносит немед-
ленную и существенную выгоду [11, 24, 28]. 

Производство криоконсервированной 
спермы от элитных быков (тестирование по-
томства на основе молочной продуктивности 
их дочерей) и ее использование для искусствен-

ного осеменения практикуется во всем мире 
для распространения лучшей генетики и по-
вышения продуктивности животных. Учеными 
Всероссийского научно-исследовательского 
института племенного дела проведен анализ 
племенных качеств голштинских быков северо-
американской селекции, спермопродукция ко-
торых была ввезена на территорию Российской 
Федерации в 2018 году. При этом дана оценка 
генетического разнообразия ввозимого матери-
ала и обозначены проблемы его использования 
на отечественных стадах [2]. В последнее время 
в животноводстве произошли революционные 
изменения благодаря геномным инструментам. 
Теперь возможен ранний отбор лучших быков  
и широкое распространение их генетики. Бла-
годаря использованию репродуктивных техно-
логий сокращается регенерационный интервал  
с 5 лет до испытания потомства, что значи-
тельно повышает эффективность генетической 
селекции быков [19, 21, 26]. 
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Результаты исследования возрастной ди-
намики спермопродукции голштинских быков 
показали, что наибольшие показатели достига-
ются к 4–5 годам жизни. Это объясняется уве-
личением массы семенников и общей живой 
массы производителей. Независимо от породы, 
максимальный объем эякулята быков отмеча-
ется летом, а минимальный – зимой. Сезон года 
не оказывает значительного влияния на концен-
трацию сперматозоидов, однако зимой наблю-
дается снижение их подвижности [10].

Несмотря на явные преимущества, сбор 
спермы у быков может столкнуться с некото-
рыми проблемами.

В период перипубертата у производителей 
происходит снижение качества спермы, что сни-
жает ее пригодность для использования в про-
цессе замораживания и искусственного осеме-
нения. В результате количество сперматозоидов 
оптимального качества сокращается, ограничи-
вая возможности производства замороженной 
спермы и искусственного осеменения. [14, 15, 17]. 

E.M. Murphy (2018) обосновал данные за 
4-летний период (n = 8 983 эякулята; n = 176 бы-
ков голштино-фризской породы в возрасте от 
9 месяцев до 8 лет). Быки в возрасте до 1 года 
имели самые низкие показатели продукции 
спермы и подвижности сперматозоидов по всем 
оцениваемым параметрам по сравнению с бы-
ками старше 1 года (P < 0,01). Первые эякуляты 
имели большую выработку спермы и более вы-
сокие значения подвижности до замораживания,  
чем вторые последовательные эякуляты  
(P < 0,01), но несмотря на это, не было никакой 
разницы в подвижности после оттаивания. При 
последующем сборе эякулята у быков в возрасте 
до 1 года продукция спермы и подвижность спер-
матозоидов не отличались от таковых у взрослых 
быков. Сперма, собранная зимой, была самой 
плохой с точки зрения концентрации спермато-
зоидов и TSN, но лучшей с точки зрения подвиж-
ности после оттаивания (P < 0,01) [46].

Для решения данной проблемы часто ис-
пользуют процедуру искусственного опло-
дотворения – экстракорпоральное оплодотво-
рение (ЭКО), а также культивирование эмбри-
онов (IVC) и интрaцитоплaзмaтическую инъ-
екцию сперматозоидов (ИКСИ). Для успеш-
ного проведения ЭКО необходимо минималь-
ное количество морфологически нормальных  
и функционально компетентных сперматозо-
идов [4, 9, 27].

Как показывают исследования, при воздей-
ствии физических факторов на сперму быков-
производителей перед процедурами капаци-
тации в технологиях in vitro улучшаются мор-
фологические показатели спермопродукции: 
процент общей активности, число спермиев  
с прямолинейно-поступательным движением, 
уменьшается их количество с аномалиями раз-
вития в процессе созревания, что значительно 
увеличивает оплодотворяющую способности  
и переживаемость вне организма [8, 22, 30].

Таким образом, ИКСИ может быть прием-
лемым вариантом для результативного приме-
нения спермопродукции лучшего качества (при 
получении от молодых бычков) или разделен-
ной по полу. 

Хотя гаметы вносят вклад в генетическую 
изменчивость, современные методы геномной 
селекции позволяют осуществлять отбор гамет 
на основе генетического разнообразия. Таким 
образом, изменение генетического отбора от 
высшего животного к высшей гамете внутри 
индивидуума уже становится реальностью. 
Важно отметить, что существует программное 
обеспечение, которое может точно идентифи-
цировать гаметическую изменчивость, делая 
процесс геномной селекции еще более эф-
фективным. Все это делает нашу способность 
управлять генетической изменчивостью более 
точной и перспективной [3, 9, 16]. Достижения 
в области селекции гамет будут стимулом для 
вспомогательных репродуктивных технологий, 
таких как ИКСИ, для эффективного использо-
вания отобранных гамет для производства эм-
брионов. 

Цель обзора – обобщение данных научной 
литературы о достижениях в области селекции 
гамет для вспомогательных репродуктивных 
технологий, таких как ИКСИ, для результатив-
ного применения отобранных гамет при произ-
водстве эмбрионов. Задача обзора: сбор инфор-
мации о состоянии вопроса; обзор литературы 
из разных стран; систематизация и сравнение 
информации из различных источников; обзор 
тенденций в развитии; выделение новых и пер-
спективных направлений исследований.

Материал и методы
Поиск источников проводили в библиогра-

фических базах данных, в научных электрон-
ных библиотеках с поисковыми системами: 
Web of Science (http://www.webofscience.com); 
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Scopus (https://www.scopus. com); eLIBRARY.RU 
(https://www.elibrary.ru); Springer (https://www.
springer.com); Ecdybase (https://ecdybase.org); 
Viley Online Library (https://onlinelibrary.wiley.
com); Crossfer (https://search.crossref.org); Pubmed 
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov); ЦНСХБ (http://
www.cnshb.ru).

В качестве источников литературы были 
приняты научные статьи на английском и рус-
ском языках (опубликованные на май 2022 г.).

Данный обзор посвящен использованию 
метода ИКСИ (интрацитоплазматическая спер-
мино инъекция) у крупного рогатого скота  
с акцентом на его применение, эффективность, 
причины возможных неудач, а также недавние 
разработки и будущие направления исследова-
ний в этой области. Особое внимание будет уде-
лено обработке спермы и ее влиянию на успех 
ИКСИ у крупного рогатого скота. 

Метод ИКСИ является инновационным 
подходом, в рамках которого один спермато-
зоид микроинъецируется в цитоплазму зрелой 
яйцеклетки. Этот метод широко используется 
для преодоления бесплодия как у человека, так 
и у домашних животных.

Однако помимо положительных резуль-
татов, возможны и неудачи. Поэтому в данном 
обзоре будет рассмотрено, какие факторы мо-
гут повлиять на эффективность метода ИКСИ  
у крупного рогатого скота.

Также будут представлены последние до-
стижения в области разработки новых подходов 
и технологий, которые позволяют улучшить про-
цедуру ИКСИ и повысить ее результативность.

Наконец, будет рассмотрено, какие бу-
дущие направления исследований в области 
ИКСИ могут существенно расширить наши 
знания о методе и его применении у крупного 
рогатого скота [1, 12, 18].

Используя сперму и ооциты хомяка,  
а также произведенные мужским про-нуклеусом 
[1, 12, 18], была реализована технология ИКСИ. 
Впервые ее применили в отношении крупного 
рогатого скота в 1993 году, и результатом стало 
развитие эмбриона до стадии бластоцисты, а за-
тем его перенос в суррогатную мать и рождение 
жизнеспособного потомства. После этого были 
зафиксированы случаи успешного рождения 
живых телят. Кроме того, полностью расши-
ренные бластоцисты, полученные с помощью 
ИКСИ, имеют выживаемость и качество, анало-
гичные бластоцистам, полученным с помощью 

ЭКО, после медленного замораживания или ви-
трификации [7, 16, 49]. 

Ранее ИКСИ применяли как крайнюю 
меру при неудачном ЭКО. Жизнеспособ-
ные эмбрионы получали из различных типов 
спермaтогонных клеток, например, спермaтид 
и спермы, полученную из культуры вторичных 
сперматоцитов in vitro [34]. Для ИКСИ под-
ходят криоконсервированные ооциты, так как 
это улучшает формирование пронуклеусов,  
и скорость расщепления по сравнению с ЭКО 
зaмороженно-оттaянных ооцитов [45]. 

Следовательно, с помощью ИКСИ могут 
быть эффективно получены in vitro эмбрионы 
крупного рогатого скота из гамет различного 
качества (скорость образования бластоцист  
в ооцитах хорошего и плохого качества состав-
ляет 23,3 % и 11,1 % соответственно) [42]. 

С помощью технологии in vitro возможна 
сортировка спермы по полу, что позволяет по-
лучать молочных телок и быков мясного на-
правления. Несмотря на определенные трудно-
сти, это значительно повышает продуктивность 
крупного рогатого скота, в том числе распро-
странение генетики от выдающихся представи-
телей пород [41]. Благодаря доступности замо-
роженной бычьей спермы, отсортированной по 
полу, увеличивается использование экстракор-
порального оплодотворения в программах раз-
ведения крупного рогатого скота. Однако важно 
учитывать, что эмбрионы, полученные таким 
способом, требуют особого внимания и заботы.

Сперматозоиды, отсортированные по полу, 
обладают низкой способностью к развитию,  
а в результате таких отборов полученные бере-
менности имеют невысокий показатель успеш-
ных родов [51].

Джо и др. (2014) сообщили, что ИКСИ спер-
матозоидов, отсортированных по полу (24,7 %), 
дает больше эмбрионов, чем ЭКО (2,7 %), отсорти-
рованных по полу сперматозоидов, что имеет клю-
чевое значение для получения сексировaннных 
эмбрионов [37].

ИКСИ – эффективный метод получения 
трансгенных эмбрионов, основанный на опо- 
средованном переносе генов спермой. Опло-
дотворение ооцита происходит при внесении 
экзогенной ДНК в сперму, что позволяет полу-
чить трансгенные эмбрионы [47]. В сельскохо-
зяйственном производстве ИКСИ применяется 
для создания животных, производящих реком-
бинантный белок в молоке, или для выращива-
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ния свиней с органами, предназначенными для 
трансплантации [31]. Интрaцитоплaзмaтическая 
инъекция сперматозоида является одним из 
способов опосредованного переноса генов.

Технология ICSI-MGT обладает значи-
тельными преимуществами перед пронуклеар-
ной микроинъекцией. Она позволяет избежать 
проблемы низкой трансгенной эффективности  
и импринтинга по умолчанию, которые часто 
возникают при использовании переноса ядер 
соматических клеток (SCNT) [30, 33].

Производство бластоцист крупного рога-
того скотa с помощью ICSI-MGT было срав-
нимо или лучше, чем SCNT или пронуклеaрнaя 
микроинъекция. Высокая эмбриопродукция 
была достигнута в ICSI-MGT сельскохозяй-
ственных животных путем химической акти-
вации ооцитов с использованием иономицинa  
и 6-диметилaминопуринa (DMAP). Кроме того, 
физическое или химическое повреждение обо-
лочки сперматозоидов перед микроинъекцией 
улучшало результаты ICSI-MGT [38, 40].

ИКСИ крупного рогатого скотa также ис-
пользовалась в качестве системы гетерологич-
ного анализа для оценки оплодотворяющей спо-
собности спермы человека и функции центросом 
человека. Эти анализы привели к идентифика-
ции роли мужских пронуклеусов в синхрониза-
ции развития женских пронуклеусов [46, 50].

Успешность ИКСИ у крупного рогатого 
скота на сегодняшний день составляет 14 %, 
что ниже, чем у других домашних животных 
(лошади: 21 %, козы: 28 % и свиньи: 18 %) [47]. 
Однако поскольку ИКСИ обладает огромным 
потенциалом для увеличения генетической се-
лекции и продуктивности животных, продол-
жаются исследования по повышению ее эффек-
тивности.

Исследование R.D. Wilson, K.A. Weigel, 
P.M. Fricke (2005) демонстрирует, что использо-
вание выбракованных коров в качестве доноров 
для производства эмбрионов in vitro, в сочета-
нии с сортированной по полу спермой, может 
стать эффективным инструментом в программе 
разведения молочного скота. Однако для до-
стижения наилучших результатов необходимо 
улучшить показатели оплодотворяемости [41].

Основными причинами неудач ИКСИ у 
крупного рогатого скота считается неспособ-
ность сперматозоидов к ядерной деконденсaции 
и образованию пронуклеусов, неправильное 
функционирование центра организации микро-

трубочек и неспособность вызвать колебания 
кальция, требующиеся для активации ооцитов. 
Созревшие in vitro ооциты крупного рогатого 
скота не способны обрабатывать сперму с ин-
тактной aкросомой или сперму, не подвергшу-
юся кaпaцитaции [39]. Инъекция отдельных от-
сортированных головок сперматозоидов из со-
зревших in vitro ооцитов (культивируемых в те-
чение 24 часов) приводила к дроблению 46,6 % 
и развитию бластоцист 6,9 %. Использование 
метода переноса 48 бластоцист эмбрионов (на 
7–8 день) к одной реципиентке привело к бере-
менности в 20,8 % случаев, а также к 20,8 % нор-
мальной производительности живого потом-
ства. Из 10 родившихся телят, 8 были мужского 
пола, а 2 – женского, что соответствует 80 % точ-
ности предварительного выбора пола [37]. Как 
эксперты, авторы могут подтвердить, что эти 
результаты являются значимыми для дальней-
шего развития в области репродуктивной ме-
дицины [37]. Сообщалось, что aкросомaльные 
ферменты деформируют и лизируют ооциты. 
Кроме того, когда сперму различных видов (хо-
мяка, крупного рогатого скота, свиньи, человека 
и мыши) микроинъецировaли в ооциты мыши, 
порядок, в котором они цитолизируют ооцит, 
коррелировал с объемом aкросомы. Инъекции 
трипсина и гиaлуронидaзы (которые имитиро-
вали действие интактной акросомы спермато-
зоидов в нормальный оплодотворенный ооцит 
мыши) нарушали пре- и постимплaнтaционное 
развитие [49]. Однако удаление мембран спер-
матозоидов может улучшить формирование 
мужских пронуклеусов и сделать полученный 
из спермы фактор активации ооцитов (PLC 
zeta) более доступным для цитоплазмы ооци-
тов. Нарушение высвобождения или активация 
фактора спермы может привести к нарушению 
осцилляции кальция [35]. 

Повышенная концентрация кальция в цито-
золе внутри клетки приводит к возникновению 
осцилляций кальция путем активации каль-
ций-индуцированного высвобождения кальция 
(CICR), что в свою очередь стимулирует осво-
бождение кальция из внутренних резервуаров. 
Колебания уровня кальция поддерживаются 
переходными процессами, которые необходимы 
для пополнения запасов кальция и облегчения 
следующего спонтанного разряда в зависимо-
сти от времени. Увеличение внутриклеточной 
концентрации кальция, опосредованное IP3,  
является обратной связью для ингибирования.
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Для дальнейшего освобождения кальция 
из внутренних резервуаров необходимо инакти-
вировать рецепторы кальциевых каналов. Это 
позволяет кальцию вернуться во внутренние 
хранилища, что в свою очередь снижает уро-
вень кальция и устраняет ингибирование обрат-
ной связи на IP3-чувствительных кальциевых 
каналах. Колебания уровня кальция поддержи-
ваются благодаря периодическому высвобожде-
нию кальция из IP3-чувствительного кальцие-
вого пула [33, 43]. 

Таким образом, осцилляция кальция спо-
собствует активации ооцитов, проявляющейся 
возобновлением мейоза и образованием муж-
ских и женских пронуклеусов. 

Отчет об использовании транскрипцион-
ной регионализации генов развития в ооцитах 
крупного рогатого скота и предпочтительной 
точке входа сперматозоидов во время ЭКО под-
разумевает, что ооциты могут быть полярными. 
Следовательно, точка входа сперматозоидов 
во время ИКСИ может иметь важное значение 
для развития эмбриона [36]. Условия разви-
тия культуры для улучшения плазматической 
среды и имитирующие молекулярные измене-
ния в сперме, связанные с физиологической 
кaпaцитaцией и aкросомной реакцией за счет 
соответствующей предварительной обработки 
спермы, может повысить эффективность ИКСИ 
у крупного рогатого скота [39].

Выводы
Таким образом, ИКСИ является очень на-

дежной и эффективной репродуктивной техни-
кой. Улучшенное оплодотворение сперматозои-
дами и гаметами различного качества, отсорти-
рованными по полу, является преимуществом 
ИКСИ перед другими репродуктивными мето-
дами. Кроме того, использование в переносе ге-
нов делает ее более ценной. На сегодняшний день 
методика ИКСИ мало эффективна у крупного 
рогатого скота из-за трудностей в деконденсaции 
ядер спермиев, функционировании центра орга-
низации микротрубочек и активации ооцитов. 
Свой вклад вносят и анатомические особенно-
сти бычьей спермы. Однако различные агенты 
для предварительной обработки спермы и ак-
тиваторы ооцитов улучшили результат ИКСИ  
у крупного рогатого скота.
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