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Настоящее исследование направлено на изучение долгосрочных эффектов культивирования in vitro
(in vitro culture – IVC) и переноса эмбрионов (embryo transfer – ET) на плотность нейронов в гиппо-
кампе и нейрогенез у взрослых мышей С57BL/6J. Потомство мышей C57BL/6J, рожденных есте-
ственным путем (группа C57BL), сравнивали с мышами C57BL/6J, рожденными после культивиро-
вания in vitro и переноса эмбрионов самкам-реципиентам C57BL/6J (группа ET-C57BL). В возрасте
трех месяцев групповых различий по массе тела и соотношению масс мозга и тела обнаружено не
было, хотя наблюдали половые различия по этим показателям. Потомство обоих полов, родившееся
после культивирования in vitro и переноса эмбрионов, имело более низкий уровень нейрогенеза в
зубчатой извилине (dentate gyrus – DG) гиппокампа по сравнению с контрольной группой C57BL.
В заключение, культивирование in vitro и перенос эмбрионов не оказывали существенного влияния
на массу тела и мозга у потомства, но влияли на нейрогенез в гиппокампе у взрослых потомков обо-
их полов. Кроме того, обнаружено снижение числа пирамидных нейронов в СА3 области гиппокам-
па у самок группы ET-C57BL.
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ВВЕДЕНИЕ
Культивирование эмбрионов in vitro (in vitro

culture – IVC) и перенос эмбрионов (embryo trans-
fer – ET) являются ключевыми вспомогательны-
ми репродуктивными технологиями (ВРТ), ши-
роко применяемыми на лабораторных животных
и в современной репродуктивной медицине [1, 2].
Возможные долгосрочные эффекты применения
этих технологий на здоровье потомства широко
обсуждаются [1, 3]. Хорошо документированы из-
менения сердечно-сосудистой [4, 5] и нервной [6,
7] систем у детей и взрослых, зачатых при помо-
щи ВРТ. Однако до сих пор неясно, вызваны ли
наблюдаемые изменения собственно применени-
ем репродуктивных технологий или их следует
отнести к субфертильности пар [8], их возрасту
[9] или наличию хронических заболеваний у па-

циентов, проходящих протоколы ВРТ [10]. Недав-
ний обзор показывает, что, хотя многие исследо-
вания, описывающие наблюдения за развитием
детей, рожденных после ВРТ, указывают на связь
частоты определенных заболеваний и примене-
ния этих технологий, информация в данной обла-
сти по-прежнему ограничена и достаточно про-
тиворечива [3].

Онтогенетическая концепция здоровья и бо-
лезней (Developmental Origins of Health and Dis-
ease – DOHaD) указывает на то, что пренатальное
воздействие измененных условий окружающей
среды влияет на постнатальное развитие ребенка,
обмен веществ и восприимчивость к болезням во
взрослом возрасте [11]. Недавно гипотеза DOHaD
была расширена и на преимплантационные ста-
дии развития [12, 13]. В литературе обсуждается
повышение частоты проявлений расстройств
аутистического спектра (РАС) у детей, зачатых с
помощью ВРТ [14–16]. Между тем, после диффе-

* Адресат для корреспонденции: 630090 Россия, Новоси-
бирск, пр-кт Академика Лаврентьева, 10; e-mail:
amstis@yandex.ru.

УДК 591.39,591.481.11

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ 
РАБОТЫ



224

НЕЙРОХИМИЯ  том 40  № 3  2023

БРУСЕНЦЕВ и др.

ренцированного учета всех факторов, таких, как
экстракорпоральное оплодотворение (ЭКО) или
интрацитоплазматическая инъекция сперматозои-
да (ИКСИ), а также одиночный/множественный
способ переноса эмбрионов, эта связь становится
далеко не очевидной [17]. Вспомогательные ре-
продуктивные технологии характеризуются мно-
гочисленными и сложными терапевтическими
процедурами, которые до сих пор не унифициро-
ваны и могут варьировать в разных клиниках, что
особенно затрудняет выявление индивидуальных
факторов риска для детей [18].

Повышенное кровяное давление и сосудистую
дисфункцию наблюдали у потомства фертильных
и здоровых лабораторных мышей, зачатых с по-
мощью ВРТ, что свидетельствует о некоторых эф-
фектах, связанных именно с применением данных
технологий [19, 20]. Помимо сердечно-сосудистых
изменений, у мышей, рожденных в результате
ВРТ обнаружили изменения эмоционального по-
ведения [21–24]. Также было высказано предпо-
ложение, что культивирование in vitro оказывает
более существенное влияние по сравнению с дру-
гими компонентами ВРТ на фетоплацентарное
развитие, что приводит к ухудшению здоровья
потомства, предположительно из-за эпигенети-
ческих нарушений [25]. Между тем, некоторые
наблюдения на лабораторных мышах и крысах
свидетельствуют о том, что такие репродуктив-
ные технологии, как культивирование in vitro или
криоконсервация эмбрионов в сочетании с пере-
носом эмбрионов, могут снижать артериальное
давление у потомства [23], смягчать проявление
генетически предопределенной артериальной ги-
пертензии [26] и снижать подверженность неко-
торым заболеваниям [27].

В ряде исследований выявлена связь ВРТ с по-
вышением частоты возникновения заболеваний
нервной системы, в частности, детского цере-
брального паралича [28, 29] и РАС [14–16], одна-
ко биологический механизм этой связи до сих пор
не ясен. Кроме того, в некоторых работах показа-
но, что для детей с РАС характерны аномальный
характер роста и развития мозга, изменения плот-
ности нейронов в некоторых структурах лимбиче-
ской системы, в частности, в гиппокампе [30–32].

Данное исследование направлено на опреде-
ление долгосрочных эффектов культивирования
in vitro и переноса эмбрионов на развитие нерв-
ной системы потомства, в частности, на оценку
влияния этих процедур на плотность нейронов в
гиппокампе, а также нейрогенез у мышей линии
C57BL/6J.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспериментальные животные. Работа прове-
дена на потомках мышей линии C57BL/6J, рож-

денных как после естественной беременности,
так и после культивирования in vitro преимпланта-
ционных эмбрионов с последующим их переносом
в рог матки самки-реципиента той же линии. Были
сформированы следующие группы животных для
исследования:

1) группа C57BL – контроль (естественно рож-
денные мыши линии C57BL/6J): шесть пометов,
2–6 мышей в помете, n = 26 (9 самцов и 17 самок);

2) группа ET-C57BL – мыши линии C57BL/6J
(рожденные после культивирования in vitro – IVC =
= 44 ч и переноса эмбрионов – ET): семь пометов,
2–5 мышей в помете, n = 23 (14 самцов и 9 самок).

Мышей содержали в SPF-виварии Института
цитологии и генетики (ИЦиГ) г. Новосибирск в
индивидуально вентилируемых клетках размерами
36 см × 25 см × 14 см (длина × ширина × высота)
с подстилом из древесной стружки при темпера-
туре 22–24°C; цикл день/ночь 14 : 10 (рассвет в 3 ч
ночи), влажность 40–50%, свободный доступ к
стандартному корму (V1534–300, Ssniff, Soest,
Германия) и очищенной воде, обогащенной ми-
неральными добавками (Северянка; Экопроект,
Россия). Самок с детенышами содержали сов-
местно до 25-го дня после рождения потомков.
Все эксперименты были одобрены Комитетом по
биоэтике ИЦиГ и соответствуют Европейской
конвенции о защите позвоночных животных, ис-
пользуемых для экспериментальных и других на-
учных целей.

Спаривание доноров и получение эмбрионов.
Самкам мышей линии C57BL/6J (n = 7) в возрасте
8–16 нед. делали инъекцию 5 ME гонадотропина
сыворотки жеребых кобыл (ГСЖК; Фоллигон,
Intervet, Нидерланды) и через 48 ч 5 МЕ хориони-
ческого гонадотропина человека (ХГЧ; Хорулон,
Intervet, Нидерланды) для индукции суперовуля-
ции. Самок на ночь ссаживали с фертильными сам-
цами той же линии. Спаривание проверяли по ва-
гинальной пробке на следующее утро, а день, ко-
гда эта пробка была обнаружена, считали первым
днем после фертильного спаривания (dpc 1), то
есть первым днем беременности. Беременных са-
мок подвергали эвтаназии при помощи CO2 на
dpc 2, чтобы получить эмбрионы на стадии 2-х бла-
стомеров. Яйцеводы и рога матки промывали сре-
дой FertiCultTM Flushing (FertiPro, Бельгия). Полу-
ченные эмбрионы оценивали под стереомикро-
скопом S8 APO (Leica Microsystems, Германия)
при увеличении ×80. Эмбрионы без видимых де-
фектов (бластомеров без повреждений не менее
75%) и с целыми прозрачными оболочками (zonae
pellucidae) отбирали для культивирования in vitro,
а некачественные эмбрионы (поврежденных бла-
стомеров более 25%) отбраковывали.

Получение псевдобеременных самок-реципиентов.
В качестве самок-реципиентов для переноса эм-
брионов использовали мышей линии C57BL/6J
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(n = 7). Самок в проэструсе или эструсе ссажива-
ли с вазэктомированными гибридными самцами
(CD1 × C57BL/6J), проверенных на стериль-
ность. Через 8–12 ч после спаривания самок про-
веряли на наличие вагинальных пробок. День,
когда была обнаружена вагинальная пробка, счи-
тали первым днем псевдобеременности.

Культивирование in vitro и перенос эмбрионов.
Преимплантационные эмбрионы мышей линий
C57BL/6J на стадии 2-х бластомеров получали на
dpc 2 и помещали в капли по 20 мкл KSOM (Merck,
Германия) на 35-мм чашки Петри (Corning, США).
Затем их культивировали под минеральным мас-
лом (Merck, Германия) группами по 5–11 в СО2-
инкубаторе New BrunswickTM Galaxy 48R (Eppen-
dorf, Германия) в стандартных условиях (5% СО2,
37°С и влажности 90%) в течение 48 ч. Развитие
эмбрионов оценивали под стереомикроскопом
S8 APO (Leica Microsystems, Германия). Через 48 ч
нормально развивающиеся бластоцисты (n = 61)
были перенесены в рог матки самок-реципиентов
на третий день их псевдобеременности.

Самкам-реципиентам вводили внутрибрю-
шинно 0.01 мг/кг медетомидина гидрохлорида
(Медитин, 1 мг/мл; Апи-Сан, Россия) и через
10 мин 50 мг/кг кетамина гидрохлорида (Кета-
мин, 50 мг/мл; Московский эндокринный завод,
Россия). Затем подкожно вводили 0.01 мл амок-
сициллина (амоксициллина тригидрат, 150 мг/мл;
Апи-Сан, Россия). Шерсть в месте разреза сбри-
вали на правой стороне спины на 1 см от нижнего
ребра в вентральном направлении, кожу обраба-
тывали 70%-ным этиловым спиртом. Кожу и под-
лежащий мышечный слой в области над маткой
разрезали дорсовентрально на расстоянии 5 мм от
нижнего ребра в каудальном направлении. Вис-
церальный жировой слой, соединенный с яични-
ком, яйцеводом и верхней частью матки, захваты-
вали пинцетом и приподнимали. Эмбрионы (5–
11 на самку) переносили стеклянным капилляром
в правый рог матки в 5 мкл среды FertiCultTM

Flushing (FertiPro, Бельгия). Разрез зашивали рас-
сасывающейся хирургической нитью (Vicryl;
Johnson & Johnson, США) и присыпали антибио-
тиком (амоксициллина тригидрат; Апи-Сан, Рос-
сия), после чего операционный шов обрабатыва-
ли антисептиком (Ацербин, Montavit Pharmaze-
utische Fabrik GmbH, Австрия).

Измерение массы тела потомства. Мышат всех
групп взвешивали на портативных цифровых весах
(ScoutPro SPS2001 F, Ohaus Corporation, США) на
7-й, 14-й и 21-й день после рождения (Д7, Д14 и
Д21).

Интракардиальная перфузия. Перфузию осу-
ществляли через систему кровообращения для
фиксации головного мозга. Мышей наркотизи-
ровали, вводя им внутримышечно 75 мкл (на 10 г
веса) медетомидина гидрохлорида (Медитин,

1 мг/мл; Апи-Сан, Россия) и 60 мкл (на 10 г веса)
золетила (Virbac, Франция). Далее им вводили че-
рез кровеносную систему 30–50 мл фосфатно-со-
левого буфера (PBS), а затем 4% раствор форма-
лина на PBS. После этого мозг извлекали и поме-
щали в 30% раствор сахарозы на PBS при +4°C
для обезвоживания и последующей фиксации в
течение следующих 3–4 нед., пока фиксирован-
ный материал не опустится на дно колбы. Образ-
цы мозга подготавливали с помощью Tissue-Tek
O.C.T. (Sakura Finetek, США), затем заморажива-
ли и хранили при –70°С.

Приготовление замороженных срезов мозга. С
использованием атласа [33] делали заморожен-
ные срезы областей гиппокампа (СА1, СА2, СА3
и зубчатой извилины – dentate gyrus – DG) на
расстоянии –1.46…–1.82 мм от брегмы. Срезы
толщиной 10 мкм готовили при –25°С на криотоме
(HM550 OP, Thermo Scientific, США) и помещали на
предметные стекла (Superfrost Plus, Menzel-Glaser;
Thermo Fisher Scientific, США).

Иммуногистохимическое (ИГХ) окрашивание.
Окрашивание образцов проводили по протоко-
лам производителей наборов с небольшими мо-
дификациями. Перед процедурой окрашивания
срезы обезвоживали с последующей регидрата-
цией в течение пяти минут в PBS. Затем после ре-
гидратации в 10 мМ щелочно-цитратного буфера
(pH 9) при 95°C на водяной бане (TW-2.02, Elmi,
Латвия) в течение 15 мин проводили индуциро-
ванную нагреванием демаскировку эпитопов.
После этого срезы удаляли из буфера и охлаждали
до комнатной температуры. Затем образцы трижды
промывали в буфере PBS-Tween: PBS с добавле-
нием 0.1% Tween-20 P9416-100ML (Merck, Герма-
ния). После этого в каждую секцию на пять минут
добавляли Protein Block (ab64226, Abcam, Велико-
британия) и удаляли лишнюю жидкость в соот-
ветствии с рекомендацией производителя. После
этого добавляли 50 мкл первичного антитела и
оставляли на ночь при +4°C во влажной темной
камере.

Используемые концентрации антител состав-
ляли 1 : 800 как для anti-NeuN (ab177487, Abcam,
Великобритания), так и для anti-DCX (ab18723,
Abcam, Великобритания). Затем срезы промывали
буфером PBS-Tween, удаляли лишнюю жидкость,
добавляли 50 мкл вторичного антитела Goat Anti-
Rabbit IgG H&L AF488 (ab150077, Abcam, Велико-
британия) в концентрации 1 : 600 и оставляли во
влажной среде в темной камере на два часа при
+4°С. После этого образцы промывали буфером
PBS-Tween, удаляли излишки жидкости и монти-
ровали в среде ProLong, Glass AntifadeMountant
(Thermo P36982, Thermo Fisher Scientific, США).
После добавления антител срезы обрабатывали в
темной камере, защищенной от света.
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Анализ плотности нейронов. Анализ плотности
меченых антителами нейронов проводили с ис-
пользованием конфокального лазерного сканиру-
ющего микроскопа LSM 780 (Carl Zeiss, Германия),
EC Plan-Neofluar 40x/1.30 Oil DIC (Carl Zeiss, Гер-
мания) для всех областей гиппокампа. Число ме-
ченых нейронов подсчитывали с помощью про-
граммного обеспечения ImageJ. Плотность ней-
ронов, меченных антителами, рассчитывали, как
число нейронов в интересующей области на объем
(мм3). Плотность меченых антителами нейронов
подсчитывали в СА1, СА2, СА3 и DG областях
гиппокампа.

Статистический анализ. Анализ результатов
проводили с использованием программы STA-
TISTICA v. 12.0 (StatSoft, Inc., США). Все данные
были проверены на нормальность с помощью те-
ста Колмогорова-Смирнова. Репродуктивные дан-
ные оценивали по критерию χ2. Для оценки массы
тела потомков в первые недели после рождения
использовали дисперсионный анализ с повторны-
ми измерениями. Средние значения продолжи-
тельности беременности и размера помета сравни-
вали между группами по t-критерию Стьюдента.
Массу тела и мозга, их соотношение, а также плот-
ность нейронов оценивали с помощью многофак-
торного дисперсионного анализа с последующим
апостериорным сравнением LSD-методом Фише-
ра. Данные представлены в виде среднего ± стан-
дартная ошибка среднего (m ± SEM). За уровень
значимости принимали р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Репродуктивные данные. Продолжительность

беременности, число перенесенных эмбрионов и
размер пометов для исследованных групп пред-
ставлены в табл. 1. Средняя продолжительность
беременности в группе C57BL составила 20.20 ±
± 0.20 дней, а размер приплода 4.20 ± 0.80 (шесть
пометов с общим числом потомков 26; 2–6 мы-
шей в помете). В общей сложности 61 эмбрион
C57BL/6J был перенесен семи самкам-реципиен-
там той же линии (в среднем 8.71 ± 0.56 эмбрио-

нов на перенос). После переноса эмбрионов рож-
даемость составила 47% (28 рожденных мышат с
размером помета 2–4 детеныша на помет). Не бы-
ло обнаружено различий по средней численности
приплодов (p > 0.05) между группами. Однако до-
стоверно большую продолжительность беремен-
ности (p < 0.05) наблюдали в группе ET-C57BL по
сравнению с группой C57BL. Статистических
различий по соотношение полов в потомстве
между группами обнаружено не было.

Анализ раннего постнатального развития. Дис-
персионный анализ с повторными измерениями
выявил значимое влияние фактора “возраст”
(F2,90 = 1383.40, p < 0.001) на массу тела потомства
в раннем постнатальном периоде, что соответствует
нормальному физиологическому развитию (табл. 2).
Кроме того, на массу тела оказывал влияние фак-
тор “тип развития” (F1,45 = 5.27, p < 0.05); в группе
мышей, рожденных после культивирования in vitro
и переноса эмбрионов масса тела была выше, чем
в контроле. Однако последующее апостериорное
сравнение не выявило различий по массе тела
потомства в раннем постнатальном периоде в
пределах каждого возраста.

Анализ массы тела и мозга у взрослых потомков.
Данные по массе тела и мозга, а также соотноше-
нию массы тела к массе мозга у молодых взрослых
потомков представлены в табл. 3. Многофакторный
дисперсионный анализ выявил значимое влияние
“пола” на массу тела (F1,39 = 36.34, p < 0.001) и на со-
отношение масс мозга и тела (F1,39 = 27.44, p < 0.001),
но не на массу мозга (р > 0.05). Кроме того, мно-
гофакторный дисперсионный анализ выявил зна-
чимое влияние взаимодействия факторов “пол” и
“тип развития” на массу тела (F1,39 = 7.94, p < 0.01)
и на соотношение массы мозг/тело (F1,39 = 5.95,
р < 0.05), но не на массу мозга (р > 0.05). Апосте-
риорное сравнение подтвердило значительную
разницу по массе тела между полами. Масса тела
самок из группы C57BL (p < 0.01) и у самок груп-
пы ET-C57BL (p < 0.05) была достоверно ниже по
сравнению с самцами тех же групп (табл. 3).

Таблица 1. Данные по репродукции мышей C57BL/6J

* p < 0.05 по сравнению с группой C57BL.

Параметры
Группы

C57BL ET-C57BL

Число реципиентов/пометов 6 7
Продолжительность беременности (дни) 20.20 ± 0.20 21.14 ± 0.26*
Число перенесенных эмбрионов (в среднем на самку) – 61 (8.71 ± 0.56)
Имплантация эмбрионов, % – 47
Общее число потомков 26 23
Средний размер помета 4.20 ± 0.80 4.00 ± 0.53
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Анализ плотности нейронов. Данные по плотно-
сти нейронов в СА1 области гиппокампа пред-
ставлены на рис. 1. Многофакторный дисперси-
онный анализ не выявил значимого влияния “ти-
па развития”, “пола” и взаимодействия между
этими факторами на данный параметр (p > 0.05).
Апостериорное сравнение выявило лишь тенден-
цию (p = 0.075) к уменьшению числа нейронов в
СА1 области гиппокампа у самок ET-C57BL по
сравнению с особями группы C57BL того же пола
(0.65 × 106 ± 0.05×106 против 0.94 × 106 ± 0.07 × 106).

Данные по плотности нейронов в СА2 пред-
ставлены на рис. 2а–д. Многофакторный диспер-
сионный анализ не выявил значимого влияния
“типа развития”, “пола” и взаимодействия между
этими факторами на данный параметр (p > 0.05).
Апостериорное сравнение также не выявило раз-
личий.

Данные по плотности нейронов в СА3 представ-
лены на рис. 2ж–л. Многофакторный дисперсион-
ный анализ не выявил значимого влияния “типа
развития”, “пола” и взаимодействия между этими
факторами на данный параметр (p > 0.05). Однако
апостериорное сравнение выявило уменьшение
числа нейронов (p < 0.05) в СА3 области гиппо-
кампа у самок ET-C57BL по сравнению с самками
группы C57BL (3.36 × 105 ± 0.11 × 105 против
4.85 × 105 ± 0.49 × 105).

Данные по плотности нейронов в DG пред-
ставлены на рис. 3а–д. Многофакторный диспер-
сионный анализ выявил значимое влияние “пола”
(F1,15 = 4.84, p < 0.05) на этот показатель. Однако
значимого влияния “типа развития” и взаимо-
действия “типа развития” и “пола” выявлено не
было (p > 0.05). Апостериорное сравнение частично
подтвердило влияние пола, показав тенденцию
(p = 0.062) к уменьшению числа нейронов в DG об-
ласти гиппокампа у самок ET-C57BL по сравнению
с самцами той же группы (1.27 × 106 ± 0.06 × 106

против 1.50 × 106 ± 0.04 × 106).

Данные по нейрогенезу в DG области гиппокам-
па представлены на рис. 3ж–л. Многофакторный
дисперсионный анализ выявил достоверное влия-
ние “типа развития” (F1,14 = 18.66; p < 0.001) на этот
показатель. Однако значимого влияния “пола” и
взаимодействия “типа развития” и “пола” выяв-
лено не было (p > 0.05). Апостериорное сравнение
подтвердило достоверную разницу по уровню
нейрогенеза в субгранулярной зоне DG области
гиппокампа между группами. В этой зоне у сам-
цов (p < 0.05) и самок (p < 0.01) группы ET-C57BL
было достоверно меньше DCX-позитивных ней-
ронов по сравнению с контролями того же пола
(0.74 × 104 ± 0.22 × 104 против 2.01 × 104 ± 0.66 × 104

для самцов; 0.60 × 104 ± 0.11 × 104 против 1.65 × 104 ±
± 0.42 × 104 для самок).

Таблица 2. Масса тела потомства (возраст седьмой, 14-й и 21-й день), полученного после переноса эмбрионов
мышей C57BL/6J, и зачатого естественным путем

День после родов

Группы

C57BL ET-C57BL

самцы
(n = 9)

самки
(n = 17)

самцы
(n = 14)

самки
(n = 9)

Д7 3.62 ± 0.33 3.43 ± 0.25 3.84 ± 0.16 4.13 ± 0.18
Д14 6.87 ± 0.44 6.51 ± 0.31 7.11 ± 0.22 7.82 ± 0.27
Д21 8.62 ± 0.59 8.00 ± 0.36 8.95 ± 0.28 9.41 ± 0.27

Таблица 3. Масса тела и мозга потомства мышей C57BL/6J в возрасте трех месяцев, полученного после переноса
эмбрионов, и зачатых естественным путем

* p < 0.05, ** p < 0.01 по сравнению с самцами той же группы.

Параметры

Группы

C57BL ET-C57BL

самцы
(n = 5)

самки
(n = 13)

самцы
(n = 14)

самки
(n = 9)

Масса тела 28.26 ± 0.94 21.06 ± 0.38** 25.69 ± 0.73 23.08 ± 0.94*
Масса мозга 0.458 ± 0.007 0.447 ± 0.005 0.443 ± 0.008 0.440 ± 0.005
Соотношение мозг/тело 0.016 ± 0.005 0.021 ± 0.001** 0.017 ± 0.001 0.019 ± 0.001*
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Большинство исследований на людях показа-
ли, что ЭКО в сочетании с переносом эмбрионов
не влияло на нормальное постнатальное развитие
детей, зачатых с помощью ВРТ [6, 34]. В одной
работе была выявлена положительная связь меж-
ду зачатием с помощью ВРТ и когнитивными
способностями детей в возрасте трех и пяти лет
[35]. Однако, согласно недавнему обзору [3], воз-
можно и негативное влияние ВРТ на когнитив-
ные способности детей, хотя если анализировать
лишь детей, рожденных в результате одноплод-
ной беременности, статистическая значимость
исчезает. Данные клинических отчетов предпола-
гают, что изменения в развитии детей, зачатых с
помощью ВРТ, могут быть связаны с использова-
нием различных сред для культивирования эм-
брионов in vitro, что делает выборки более гетеро-
генными и усложняет анализ [36, 37].

Работа, выполненная на лабораторных мы-
шах, подтверждает эти выводы медицинской ли-
тературы и позволяет предположить, что различия в
экспрессии генов на стадии бластоцисты могут
быть связаны с культивированием in vitro либо в
простой среде, либо в среде, обогащенной раз-
личными ингредиентами [18]. Однако другое ис-
следование на мышах указывает на то, что эффекты
культуральной среды могут не сохраняться после
имплантации [38].

Было продемонстрировано, что KSOM, кото-
рый мы использовали в данном исследовании,
является оптимальной средой для культивирова-
ния эмбрионов in vitro у нескольких видов животных
[39]. Взрослые потомки мужского пола обеих ис-
следуемых групп имели большую массу тела по
сравнению с самками; соотношение мозга к телу
было ниже у первых, чем у вторых. Этот результат
хорошо согласуется с недавним сообщением о том,
что, начиная с пятой недели постнатального раз-
вития, самцы C57BL/6J тяжелее самок [40], и их

Рис. 1. Число меченых против NeuN пирамидных нейронов в СА1 области гиппокампа у потомков C57BL и ET-
C57BL. а – число нейронов на мм3; б–д – репрезентативные срезы: б – у самцов группы C57BL, в – у самцов группы
ET-C57BL, г – у самок группы C57BL, д – у самок группы ET-C57BL, е – схематическое представление анализируемой
области.
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соотношение мозга к телу ниже [41]. Отсутствие
различий в данных параметрах между потомками,
родившимися после применения ВРТ и естествен-
но рожденными согласуется с выводами другой ра-
боты на мышах в которой было показано, что
культивирование in vitro на разных культуральных
средах и перенос эмбрионов не приводят к суще-
ственным отклонениям в общем развитии по
сравнению с контролем [38].

Существует лишь несколько исследований,
посвященных особенностям мозга детей, зачатых
с помощью ВРТ, но единого мнения по данному
вопросу на сегодняшний день нет [42–44]. Пока-

зано, что размер некоторых отделов головного
мозга у детей, зачатых с помощью ВРТ, увеличива-
ется к 11-й неделе гестационного срока [44]. Риск
повреждения белого вещества в возрасте двух лет
у недоношенных детей, зачатых с помощью ВРТ,
был выше по сравнению с недоношенными детьми,
зачатыми естественным путем [43]. Однако в дру-
гом исследовании было показано, что дети в воз-
расте двух лет, родившиеся после ВРТ, имели
сходную моторику, уровень когнитивных способ-
ностей и развитие речи, как и дети, родившиеся
после естественного зачатия [42]. В настоящее вре-
мя не существует исследований на людях, которые

Рис. 2. Число меченых против NeuN пирамидных нейронов в СА2 и СА3 областях гиппокампа у потомков C57BL и
ET-C57BL. а – число нейронов на мм3 в области СА2; б–д – репрезентативные срезы в области СА2: б – у самцов груп-
пы C57BL; в – у самок группы C57BL; г – у самцов группы ET-C57BL; д – у самок группы ET-C57BL; е – схематическое
представление анализируемых областей; ж–к – репрезентативные срезы в области СА3: ж – у самцов группы C57BL;
з – у самок группы C57BL; и – у самцов группы ET-C57BL; к – у самок группы ET-C57BL; л – число нейронов на мм3

в области СА3. Различия между самками C57BL и ET-C57BL групп: *p < 0.05.
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рассматривают долгосрочные эффекты культи-
вирования in vitro и переноса эмбрионов на разви-
тие гиппокампа.

В нашем исследовании была выявлена тенден-
ция к уменьшению числа нейронов в области CA1
у самок группы ET-C57BL по сравнению с кон-
тролем и в зубчатой извилине по сравнению с
самцами той же группы. Кроме того, было обна-
ружено меньше пирамидных нейронов в СА3 зоне
гиппокампа у самок группы ET-C57BL. Ранее у
мышей линии C57BL/6N, рожденных после пере-
носа эмбрионов, наблюдали изменения эмоцио-
нального поведения, причем только у самок [24].

Уменьшение плотности нейронов может быть
связано с нарушением процесса нейрогенеза, кото-
рый играет существенную роль при возникновении
психических расстройств у человека [45]. Наше ис-
следование показывает, что у мышей группы ET-
C57BL, рожденных с применением ВРТ, уровень
нейрогенеза в субгранулярной зоне DG гиппо-
кампа был, действительно, существенно снижен.

Различия по плотности нейронов между сам-
цами и самками могут быть связаны с разным
уровнем транскрипции многих генов у преим-
плантационных эмбрионов мышей разного пола
[46, 47]. На этапе раннего развития эмбриона

Рис. 3. Число меченых против NeuN пирамидных нейронов и нейрогенез в DG области гиппокампа у потомков C57BL
и ET-C57BL. а – число нейронов на мм3; б–д – репрезентативные срезы в области DG: б – у самцов группы C57BL;
в – у самок группы C57BL; г – у самцов группы ET-C57BL; д – у самок группы ET-C57BL; е – схематическое представ-
ление анализируемой области; ж–к – репрезентативные срезы субгранулярной зоны DG иллюстрирующие уровень
нейрогенеза: ж – у самцов группы C57BL; з – у самок группы C57BL; и – у самцов группы ET-C57BL; к – у самок груп-
пы ET-C57BL; л – число меченых против DCX нейронов на мм3 в субгранулярной зоне DG. Различия между C57BL и
ET-C57BL группами одного пола: * p < 0.05, ** p < 0.01.
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имеются эпигенетические различия между полами,
в частности, эмбрионы мышей разного пола отли-
чаются как по скорости развития, так и некоторым
метаболическим особенностям, что, в частности,
может быть одной из причин обнаруженных разли-
чий по плотности нейронов у потомков разного по-
ла, рожденных после культивирования эмбрионов
in vitro и последующего их переноса [48–51].

В более ранних исследованиях было изучено
влияние ВРТ на различные структуры головного
мозга у мышей и крыс [52–55]. В исследованиях
на мышах было показано, что индуцирование су-
перовуляции помощью ГСЖК и ХГЧ у самок-до-
норов эмбрионов в сочетании с эмбриотрансфером
приводит к изменению экспрессии генов, участ-
вующих в развитии нервной системы [52]. Другое
исследование на мышах показало, что ЭКО в соче-
тании с переносом эмбрионов вызывает изменения
в экспрессии генов и синтезе белков, а также влияет
на уровень метилирования ДНК в головном мозге
[53]. Обнаруженные в этих работах изменения в
мозге потомков могут быть связаны с применени-
ем различных репродуктивных технологий в их
разных сочетаниях. Между тем, насколько нам
известно, нет опубликованных работ, посвящен-
ных влиянию культивирования in vitro в сочета-
нии с суперовуляцией и переносом эмбрионов
(без применения ЭКО) на плотность нейронов и
нейрогенез в головном мозге у потомства.

Имеются данные на мышах, указывающие на
значительные изменения в паттерне экспрессии
генов, связанные с культивированием in vitro пре-
имплантационных эмбрионов [56]. Кроме того,
исследования на мышах показали значительное
влияние линии мышей на экспрессию генов в пла-
центе после применения культивирования in vitro
[56]. Кроме того, обнаружено, что в головном
мозге мышей, рожденных после ЭКО, отмечается
снижение синтеза некоторых белков, в частности,
Tuba1c, Crk и Psma3, что, как полагают авторы, свя-
зано с эпигенетическими нарушениями [57]. Так-
же у самцов мышей, полученных в результате
ЭКО, последующего краткосрочного культиви-
рования in vitro и переноса эмбрионов, выявлено
снижение некоторых нейротрофинов (BDNF,
GDNF и NGF) в гиппокампе [58]. В наших более
ранних исследованиях на крысах было показано
снижение уровня BDNF в гиппокампе после не-
которых процедур, связанных с ВРТ [55]. Можно
предположить, что процедуры ВРТ, в частности,
культивирование in vitro и перенос эмбрионов,
могут приводить к более низкому уровню нейро-
тропных факторов в некоторых областях мозга,
что приводит к наблюдаемому в нашем исследо-
вании снижению плотности пирамидных нейронов
в некоторых областях гиппокампа у потомков, по-
лученных после применения этих процедур ВРТ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Культивирование in vitro и перенос эмбрионов

не оказывают существенного влияния на массу
тела и мозга у потомства, но влияют на нейрогенез в
субгранулярной зоне зубчатой извилины у взрос-
лых потомков обоих полов, а также на плотность
нейронов в CA3 области гиппокампа у самок.
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Effect of In Vitro Culture and Embryo Transfer on Neuronal Density and Neurogenesis 
in the Brain of C57BL/6J Mice

E. Yu. Brusentseva, T. N. Igoninaa, I. N. Rozhkovaa, S. V. Okotruba, D. A. Lebedevaa, b,
E. V. Vladimirovaa, V. S. Kozenevaa, b, and S. Ya. Amstislavskya

a Institute of Cytology and Genetics (ICG), Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russia
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The current research is aimed to determine the long-term effects of the in vitro culture (IVC) and embryo
transfer (ET) on the neonatal offspring development, as well as on the adult hippocampal neuronal densities,
as well hippocampal neurogenesis in С57BL/6J mice. Offspring of naturally born C57BL/6J mice (C57BL
group) were compared with C57BL/6J mice born as a result of the IVC combined with ET to C57BL/6J re-
cipient females (ET-C57BL group). At age of 3 mo., no group differences were observed in the body weight
and brain-to-body ratio, although sex differences in these variables were observed. The offspring of both sexes
born after IVC-ET exhibited the lower level of neurogenesis in the dentate gyrus (DG) of the hippocampus
as compared to the control C57BL group. To conclude, IVC and ET exerted no major effects on body and
brain weight in offspring, but affected hippocampal neurogenesis in the adult offspring of both sexes. Besides,
the number of pyramidal neurons in the CA3 area of hippocampus was lower in female offspring of ET-
C57BL group.

Keywords: С57BL/6J, preimplantation embryos, in vitro culture, neuronal density, hippocampus, neurogenesis


