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В технологии экстракорпорального оплодотворения качество ооцита является определяющим фак-
тором, который оказывает непосредственное влияние на оплодотворение и развитие доимпланта-
ционного эмбриона. Перед оплодотворением in vitro клинический эмбриолог проводит прижизнен-
ную оценку ооцитов человека с использованием морфологических критериев. В настоящее время,
чтобы оценить женскую половую клетку, применяют единственный неразрушающий клетку метод –
визуализацию посредством обычного светового микроскопа. Цель данной работы заключалась в
том, чтобы адаптировать неинвазивный метод лазерной томографии (QLSM – Quantitative Laser
Scanning Microtomography) для изучения морфологических особенностей женской половой клетки
in vitro. Посредством данного метода послойно изучали внутреннее строение ооцита человека. По-
следующая компьютерная 3-D реконструкция позволила определить клеточный объем ооцита. Ве-
личина объема и особенности внутриклеточного строения использовали в качестве новых критери-
ев для оценки состояния яйцеклетки после стресса, обусловленного процедурой криоконсервиро-
вания.

Ключевые слова: женская половая клетка, количественная лазерная микротомография (QLSM), экс-
тракорпоральное оплодотворение (ЭКО), криоконсервирование
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Зрелые ооциты представляют собой неодно-
родную популяцию, из которой только половина
способна завершить мейоз, поэтому эффектив-
ность оплодотворения зависит от качества яйце-
клетки [1, 2]. В связи с этим в технологии ЭКО ак-
туальной задачей является диагностическое опи-
сание строения женской половой клетки [3–7]. В
настоящее время набор инструментов, которые
не повреждают яйцеклетку, ограничен только ви-
зуальным наблюдением [5, 8, 9]. Для характери-
стики полноценного созревания ооцита исполь-
зуют морфологические признаки: размер клетки,
состояние внеклеточного пространства, внешний
вид полярного тельца, перивителлинового про-
странства, а также наличие разного рода цито-
плазматических включений. Дополнительные
данные о строении живой яйцеклетки человека

можно получить или уточнить их с помощью
QLSM – метода экспериментальной биофизики,
разработанного для бесконтактного тестирова-
ния микрообъекта [10].

QLSM основан на послойной томографии, что
позволяет получить стопку последовательных оп-
тических срезов по глубине объекта микронных
размеров. Изначально данный метод корреляци-
онной микроскопии был предложен для изуче-
ния препарата, процедура подготовки которого
вызывает гибель клетки [11]. Однако нет причин,
которые ограничивают возможность изучения
нативного ооцита посредством QLSM. Цель ра-
боты состояла в том, чтобы адаптировать данный
метод для диагностики женской половой клетки,
инкубируемой в физиологической среде. В ре-
зультате должно реализоваться основное досто-
инство послойной томографии – неинвазивная
визуализация внутреннего строения живой яйце-
клетки, а также количественная оценка важных
пространственных характеристик, например,
клеточного объема.

Использование женских половых клеток в
биомедицинских целях разрешено этическим ко-
митетом ФГБУ НМИЦ АГП им. В.И. Кулакова
МЗ РФ. Для научных исследований брали замо-
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роженные ооциты донора, что обусловлено до-
ступностью такого клинического материала, раз-
решенного этическим комитетом. Материал по-
лучали из криобанка указанного учреждения.
После размораживания и отмывки отдельную
яйцеклетку изучали с помощью конфокального
микроскопа Leica TCS SPE в режиме бесконтакт-
ной лазерной микротомографии (красный лазер –
635 нм, в проходящем свете). Принципы и техни-
ческие особенности метода QLSM детально опи-
саны ранее [10, 12, 13]. Отметим существенную
деталь, интервал воздействия лазера на ооцит при
получении стопки срезов (50 штук) составляет не
более 60 с. Чтобы предотвратить высыхание ана-
лизируемого образца, яйцеклетки в капле физио-
логического раствора помещали в микрокамеру
микроскопа, где поддерживали атмосферу насы-
щенного пара воды. На рис. 1 приведены микро-
фотографии женской половой клетки, получен-
ной после размораживания и последующей от-
мывки от криопротектора (DMSO).

Размороженная яйцеклетка представляет со-
бой деформированный диск неправильной фор-
мы (рис. 1а). Такой вид ооцит принимает в ре-
зультате замещения клеточной воды криопротек-
тором (DMSO) на этапе подготовки к
замораживанию в жидком азоте. После отмывки,
следующей за размораживанием, возвращается
округлая форма (рис. 1б). К сожалению, в поле
зрения светового микроскопа наблюдается ре-
зультат наложения изображений внутренних
структур клетки по всей ее толщине, что ограни-

чивает возможность изучения тонкой внутренней
морфологии ооцита. Еще один недостаток заклю-
чается в том, что микрообъект визуализируется в
одной проекции, что не позволяет оценить про-
странственные особенности изучаемой яйце-
клетки. Например, на основе диаметра (104 мкм)
ооцита, видимого в поле зрения микроскопа
(рис. 1б), рассчитывается клеточный объем, зна-
чение которого равно ~590 пЛ. Данная величина
будет соответствовать истинному объему клетки,
только если ооцит не распластался при инкуба-
ции, оставаясь по форме близким к шару. Бес-
контактная лазерная микротомография преодо-
левает отмеченные ограничения, дополняя ряд
диагностических признаков деталями внутренне-
го строения на разных уровнях ооцита, его фор-
мой и объемом (рис. 2).

Из рисунка видно, что посредством QLSM ре-
ализована послойная визуализация внутренней
структуры живой женской половой клетки. Ил-
люстрируя данный режим, приведены микрофо-
тографии оптического среза у “макушки” (рис. 2а)
и в экваториальной плоскости (рис. 2б) ооцита.
На обоих изображениях наблюдается скопление
везикул в кортикальной области яйцеклетки.
Указанный морфологический признак может от-
ражать реакцию клетки на процесс замещения
криопротектора водой, поступающей из внекле-
точного пространства [14]. Наблюдаемый
дисморфизм, возможно, обусловлен увеличени-
ем размера ооцита по мере отмывки DMSO, что
вызывает скопление липидных везикул, являю-

Рис. 1. Характерное изображение женской половой клетки на заключительных этапах протокола криоконсервирова-
ния: (а) вид яйцеклетки непосредственно после размораживания, (б) отмытая от криопротектора (DMSO) яйцеклет-
ка, готовая к оплодотворению. Обозначения: zp – зона пеллюцида (оболочка), оо – ооплазма, pb – полярное тельце,
ps –пространство между клеткой и оболочкой ооцита; D – эффективный диаметр яйцеклетки в проекции поля зрения
микроскопа.
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щихся строительным материалом для цитоплаз-
матической мембраны [15]. Таким образом, изоб-
ражение на оптических срезах содержит основ-
ные структурные элементы, характерные для
зрелого ооцита, что позволяет оценить наличие
дисморфизма.

На рис. 2в представлено изображение ооцита
после его 3-D реконструкции. Видно, что после
размораживания-отмывки яйцеклетка восстано-
вила свою обычную округлую форму, а объем
(600 пЛ) компьютерной модели значимо не отли-
чается от величины, рассчитанной на основе сфе-
рической экстраполяции и значения эффектив-
ного диаметра ооцита (рис. 1б).

В завершение можно сделать следующие вы-
воды. В технологии ЭКО бесконтактная лазерная
микротомография является эффективным подхо-
дом для диагностического описания морфологии
женской половой клетки. Посредством данного
метода реализовано основное достоинство по-
слойной томографии – неинвазивная визуализа-
ция внутреннего строения нативного ооцита че-
ловека. Показано скопление мелких везикул в
кортикальной области отмытого ооцита. Данный
дисморфизм может быть обусловлен незавершен-
ностью процесса установления равновесного со-
стояния после отмывки криопротектора. После-
дующая компьютерная 3-D реконструкция поз-
волила дополнить характеристику ооцита
значением клеточного объема, что отражает важ-
ный функциональный признак – осмотический
статус яйцеклетки.

ИСТОЧНИКИ ФИНАНСИРОВАНИЯ

В части развития методов изучения структуры мик-
рообъектов исследование выполнено при поддержке
РНФ (проект № 20-16-00019).
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Рис. 2. Результаты неинвазивной лазерной микротомографии (QLSM) живой женской половой клетки, инкубируемой
в физиологическом растворе: (а) внутреннее строение яйцеклетки в плоскости оптического среза № 5 – вид сверху,
(б) внутреннее строение яйцеклетки в плоскости оптического среза № 20 – вид сверху, (в) компьютерная 3-D модель
живой яйцеклетки человека – вид сбоку, где V – значение объема (пЛ, пиколитры) исследуемого ооцита. Обозначе-
ния: zp – зона пеллюцида (оболочка), оо – ооплазма, ps – пространство между ооцитом и оболочкой.
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For in vitro fertilization technology, the quality of oocytes has a direct impact on the egg fertilization and de-
velopmental competence of early embryo. The morphological criteria are used for the estimation of oocyte
quality before its fertilization in vitro. To date, only one method is known to determine the maturity of oocyte.
This is the routine observation with light microscope. The aim of this article was to adapt the non-invasive
quantitative laser scanning microtomography (QLSM) for the investigation of morphological features of a
human oocyte in vitro. This approach was used to accumulate the Z-stack gallery of optical sections of IVF
oocyte. The layer-by-layer acquisition allows the fine cytoplasmic structure imaging. Applying the QLSM Z-
stack of optical sections, the cellular volume was calculated with quantitative 3D reconstruction of a human
oocyte. The volume value and intracellular structure were used as novel criteria to assess the oocyte state after
the stress evoked by cryopreservation procedure.

Keywords: human mature oocyte, quantitative laser microtomography (QLSM), in vitro fertilization technol-
ogy (IVF), cryopreservation
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