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Проанализирована возможность создания химически “определенной” системы капацитации сперма-
тозоидов крупного рогатого скота (КРС) in vitro. Отмечено, что в безбелковую среду оплодотворения
Тироде вместо 10 мкг/мл гепарина вводили в качестве капацитирующего агента 100 мкМ дибутирил-
циклического аденозинмонофосфата (дбцАМФ), причем среда оплодотворения не содержала глюкозу,
а также какие-либо добавки, активирующие сперматозоиды. Впервые показано, что капацитиро-
ванные в безбелковой среде только с помощью дбцАМФ сперматозоиды могут с высокой эффек-
тивностью оплодотворять in vitro ооциты КРС, созревшие вне организма также в среде без белка.
Критерием нормального оплодотворения выбрано развитие эмбрионов до 4–8-клеточной стадии.
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Общеизвестно, что в момент эякуляции спер-
матозоиды млекопитающих не обладают спо-
собностью пенетрировать созревшие ооциты и
должны в первую очередь приобрести оплодо-
творяющую способность, которая возникает
вследствие инкубации в течение нескольких ча-
сов (Chang, 1951; Austin, 1952). Остин (Austin,
1952) назвал этот феномен капацитацией. Капаци-
тация включает в себя различные физиологиче-
ские изменения в сперматозоидах, начинающиеся
cо связывания и удаления протеинов семенной
плазмы с их поверхности (Brackett, Oliphant, 1975),
что в конечном счете приводит к гиперактивации
и после воздействия соответствующих стимулов к
акросомальному экзоцитозу (Yanagimachi, 1994).

В зависимости от видов капацитация in vivo
происходит в матке или яйцеводе (Yanagimachi,
1994). У некоторых видов капацитация может
спонтанно происходить в течение инкубации
in vitro. Известно, что она может модулироваться
протеинами, найденными в жидкостях фоллику-
лов и половых путей (McNutt et al., 1992). Более
того, обнаружено, что как яйцеводная, так и фол-
ликулярная жидкости могут стимулировать капа-
цитацию спермы КРС in vitro (Parrish et al., 1989;
McNutt, Killian, 1991). Гликозоаминогликаны,
например гепарин (или гепаринсульфат) и гиалу-
роновая кислота (Lee, Ax, 1984), найденные в

фолликулярной или яйцеводной жидкостях, как
полагают, играют важную роль в капацитации
сперматозоидов КРС in vivo. Гепарин – сульфати-
рованный гликозоаминогликан-антикоагулянт
(Oscarsson et al., 1989). Cчитается, что он стимули-
рует капацитацию посредством связывания и уда-
ления протеинов семенной плазмы, связанных с
мембранами сперматозоидов (Miller et al., 1990).
Использование гепарина для капацитации спер-
матозоидов КРС (Parrish et al., 1988) обусловило
воспроизводимость методики получения эмбри-
онов данного вида in vitro.

Однако гепарин не единственный участник
капацитации. Химически “определенное” соедине-
ние дибутирил-циклический аденозинмонофосфат
(дбцАМФ) – аналог циклического аденозинмоно-
фосфата (цАМФ), проникающий в клетку за счет
повышенной растворимости в липидах, – может
играть позитивную роль в оплодотворении и
уменьшении времени, требуемого для капацита-
ции сперматозоидов крыс (Toyoda, Chang, 1974) и
кроликов (Rosado et al., 1974). Доля оплодотво-
ренных яйцеклеток кролика повышалась после
обработки эякулята семени кролика дбцАМФ
(Brackett et al., 1975).

Было показано, что обработка эпидидимальных
мышиных сперматозоидов 1 мМ дбцАМФ препят-
ствует оплодотворению яйцеклеток мышей, в то
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время как дбцАМФ в концентрации 0.1 мМ значи-
тельно ускоряет капацитацию, результатом чего
было раннее и синхронное оплодотворение яйце-
клеток по сравнению с контролем (Fraser, 1981).
При использовании дбцАМФ в концентрациях 1
и 10 мкМ повышалась эффективность оплодотво-
рения ооцитов беличьих обезьянок на 50.3 и
50.0% соответственно (Chan et al., 1982). Аналоги
цАМФ, дбцАМФ и 8-бромо-цАМФ, стимулиро-
вали in vitro акросомную реакцию сперматозои-
дов человека (De Jonge et al., 1991). Обработка од-
ним дбцАМФ или в сочетании с кофеином вела к
увеличению доли акросомно-прореагировавших
сперматозоидов обезьян-макак по сравнению с
контрольной группой или долей, полученной в
результате обработки одним кофеином (Van-
devoort et al., 1994). Позднее было показано, что в
содержащей глюкозу безбелковой среде дбцАМФ
может инициировать капацитацию криконсерви-
рованных сперматозоидов КРС in vitro в отсутствие
гепарина и в присутствии дополнительных акти-
вирующих реагентов (Dinkins, Brackett, 2000). Од-
нако способность к оплодотворению сперматозо-
идов, капацитированных с помощью дбцАМФ, и
последующее развитие эмбрионов в этой работе
не исследовались.

Полученные результаты позволили сделать
вывод, что один из ключевых факторов, вовле-
ченных в процесс капацитации спрематозоидов
млекопитающих, – цАМФ (Harrison, 2003). Это
заключение нашло подтверждение в дальнейших
исследованиях, проведенных на сперматозоидах
КРС. Так, выброс цАМФ – критическое событие
при капацитации сперматозоидов быка in vitro
(Osycka-Salut et al., 2014). Недавно были опубли-
кованы данные, подтверждающие, что цАМФ,
который в отличие от его аналогов не способен
проникать в клетки, тем не менее в концентрации
10 нМ эффективно капацитирует сперматозоиды
КРС, сообщая им способность оплодотворять
ооциты (Alonso et al., 2017). Однако капацитацию
и оплодотворение авторы проводили в средах, со-
держащих белок, бычий сывороточный альбумин
(БСА), а критерием оплодотворения служило
только наличие в яйцеклетках после инкубации
со сперматозоидами двух пронуклеусов.

Таким образом, в процесс капацитации вовлече-
ны многочисленные физиологические события,
включая дестабилизацию плазматической мембра-
ны, изменения внутриклеточной концентрации
ионов и потенциала мембраны, фосфорилирование
белков. Однако молекулярные механизмы этого
феномена до конца не поняты (Vadnais et al., 2007;
Gangwar, Atreja, 2015; Stival et al., 2016).

Вместе с тем до настоящего времени основной
капацитирующий агент, используемый для опло-
дотворения ооцитов КРС in vitro, – гепарин (Par-
rish, 2014). Ранее нами была показана возмож-

ность оплодотворения яйцеклеток КРС в безбел-
ковой среде, где в качестве капацитирующего
агента также использовали гепарин (Сметанина и
др., 2006).

Вместо сульфатированного гликозоаминогли-
кана гепарина биологического происхождения,
обычно применяемого для капацитации сперма-
тозоидов КРС in vitro, в не содержащую глюкозу и
каких-либо добавок, активирующих сперму, хими-
чески “определенную” безбелковую среду оплодо-
творения Тироде вводили химически “определен-
ный” капацитирующий агент – дбцАМФ.

Цель исследования – разработка полностью
химически “определенной” системы получения
эмбрионов КРС вне организма из созревших
in vitro ооцитов и криоконсервированных сперма-
тозоидов, а также изучение оплодотворяющей спо-
собности капацитированных таким образом спер-
матозоидов и полученных в результате оплодотво-
рения эмбрионов к последующему развитию.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для оценки эффективности способа капаци-

тации сперматозоидов КРС с применением дб-
цАМФ были проведены две серии экспериментов
(по три опыта в каждом) с использованием семе-
ни двух быков, так как известно, что чувствитель-
ность к капацитирующим агентам у разных быков-
производителей может существенно различаться.

Яичники КРС получали на мясокомбинате и
транспортировали в лабораторию в течение 2–3 ч
при 30°С в фосфатно-солевой среде Дульбеко
(ПанЭко, Россия). Ооциты выделяли из антраль-
ных фолликулов диаметром 2–6 мм методом рас-
сечения. Для созревания ооцитов использовали
среду 199 HEPES (Sigma, США) с добавлением
5 мкг/мл фолликулостимулирующего гормона
(Folltropin, Vetrepharm), 0.3 ед./мл хорионическо-
го гонадотропина человека (Ovogest, Intervet),
0.2 мM пирувата натрия (Sigma), 2 мM глутамина
(Sigma). Для того чтобы исключить возможное
влияние неопределенных белковых компонен-
тов, мы, как и ранее (Сметанина и др., 2000, 2006,
2014, 2017), не добавляли сыворотку или сыворо-
точный альбумин к среде созревания. Ооциты со-
зревали в течение 24 ч в атмосфере 5%-ного СО2 в
воздухе при 38.5°С.

Для последующего этапа оплодотворения яй-
цеклеток in vitro были использованы три безбел-
ковых среды, где БСА был заменен на 0.1 мг/мл
поливинилалкоголя (ПВА). Остальные составля-
ющие сред также были полностью химически
“определенные”, т.е. не содержали компонентов
биологического происхождения. Это среда 1 Ти-
роде для подготовки гамет (СГ-1) (Parrish et al.,
1985; 1988), среда Тироде с буфером HEPES для
отмывания ооцитов (T-H), среда Тироде-оплодо-
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творения для совместного инкубирования яйце-
клеток и сперматозоидов (T-O) (Bavister et al.,
1977, 1983; Parrish et al., 1988). Созревшие in vitro
ооциты отмывали в среде T-H и помещали для
совместного инкубирования со сперматозоидами
в 500 мкл T-O, дополненную 10 мкг/мл гепарина
либо 100 мкМ дбцАМФ. В работе использовали
сперму быков Помпея и Вала. Сперму готовили
методом “swim up” (“всплывания”), применяя
среду CГ-1 с добавлением пирувата натрия до
концентрации 1 мМ. Совместную инкубацию яй-
цеклеток и сперматозоидов осуществляли в тече-
ние 18 ч в атмосфере 5%-ного СО2 в воздухе при
38.5°С. Для оценки способности зигот к дальней-
шему развитию оплодотворенные ооциты три-
жды отмывали в среде T-H, а затем помещали для
культивирования в микрокапли синтетической
жидкости яйцевода (СЖЯ) без глюкозы, содержа-
щей 1 мМ глутамина, 0.33 мМ пирувата натрия и
3 г/л БСА (Tervit et al., 1972). Культивирование
осуществляли в течение 68 ч в атмосфере трех-
компонентной газовой смеси (5% СО2, 5% О2 и
90% N2). Развитие эмбрионов до 4–8-клеточной
стадии через 68 ч после начала совместной инку-
бации ооцитов и сперматозоидов было использо-
вано в качестве критерия нормального оплодо-
творения и развития.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с помощью t-критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Данные первой серии экспериментов (бык

Помпей) представлены в табл. 1. Показано, что
дбцАМФ (опытная группа) капацитирует спер-
матозоиды КРС также эффективно, как и гепа-
рин (контрольная группа). Достоверных разли-
чий между группами по доле эмбрионов, вступив-
ших в дробление и достигших 4–8-клеточной
стадии, не наблюдали. Однако следует отметить,
что эмбрионы опытной группы развивались до-

стоверно быстрее. Через 68 ч после начала опло-
дотворения более половины эмбрионов опытной
группы, находившихся на стадии 4–8 клеток, до-
стигли 8-клеточной стадии, в то время как в кон-
троле практически все эмбрионы находились на
стадии 4–6 клеток.

Вторая серия экспериментов показала (табл. 1),
что сперма быка Вала более чувствительна к капа-
цитирующим свойствам дбцАМФ, чем сперма
быка Помпея. В опытной группе доля эмбрионов,
начавших дробление и достигших стадии 4–
8 клеток, была достоверно больше по сравнению
с контролем. Однако по скорости развития такой
разницы, как в первой серии экспериментов, не
наблюдали что свидетельствует об индивидуаль-
ных особенностях каждого быка-производителя.

Как отмечено выше, в настоящий момент ос-
новной препарат, используемый для капацитации
криоконсервированных сперматозоидов КРС
in vitro – гепарин (Parrish, 2014), который получают
из слизистой кишечника свиней. Различные пре-
параты гепарина различаются по химическому со-
ставу, что влияет на воспроизводимость результа-
тов. Замена гепарина в процессе приготовления
спермы на другой химически “определенный” ка-
пацитирующий агент может позволить использо-
вать полностью “определенную” среду для полу-
чения эмбрионов КРС.

Подобные исследования позволяют прибли-
зиться к пониманию механизмов феномена ка-
пацитации сперматозоидов разных видов млеко-
питающих. Известны индивидуальные различия
отношения сперматозоидов от разных быков к
воздействию капацитирующих агентов, в том
числе дбцАМФ (Dinkins, Brackett, 2000). Подоб-
ное явление также наблюдалось в наших экспе-
риментах.

Вместе с тем внеклеточное воздействие цАМФ
индуцирует капацитацию сперматозоидов и обеспе-
чивает оплодотворение in vitro, но в средах, содержа-
щих белок. При этом оплодотворение оценивалось

Таблица 1. In vitro оплодотворение ооцитов крупного рогатого скота после обработки сперматозоидов гепари-
ном или дбцАМФ

Примечание. * – P < 0.01; ** – P < 0.05; в скобках приведены данные трех опытов в процентах.

Капацитирующий агент

Число

ооцитов
дробящихся 
эмбрионов

(от двух клеток)

эмбрионов
на стадии 4–8 клеток

(68 ч после начала IVF)

эмбрионов
на стадии 8 клеток

(68 ч после начала IVF)

Бык Помпей
10 мкг/мл гепарина (контроль)
100 мкМ дбцАМФ (опыт)

78
87

42 (53.8)
55 (63.2)

16 (20.5)
19 (21.8)

1(1.3)*
10 (11.5)*

Бык Вал
10 мкг/мл гепарина (контроль)
100 мкМ дбцАМФ (опыт)

62
87

32 (51.6)**
60 (69.0)**

13 (20.1)**
31 (35.6)**

2 (3.2)
7 (8.0)
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только по формированию пронуклеусов, а способ-
ность оплодотворенных яйцеклеток к дроблению
и последующее развитие эмбрионов изучено не
было (Alonso et al., 2017).

Впервые показана возможность оплодотворе-
ния ооцитов и последующего развития получен-
ных эмбрионов КРС in vitro после использования
в качестве капацитирующего агента дбцАМФ в
концентрации 100 мкM без каких-либо активиру-
ющих сперматозоиды добавок. При этом наблю-
далось некоторое повышение доли оплодотво-
ренных ооцитов и развивающихся эмбрионов, а
также повышение скорости развития эмбрионов
по сравнению с таковыми, полученными обще-
принятым методом капацитации с использовани-
ем гепарина. Мы предполагаем, что это может
быть связано как с повышением доли капацити-
рованных сперматозоидов, так и с уменьшением
временнóго интервала, необходимого для самого
процесса капацитации.

Таким образом, полученный эксперименталь-
ный материал демонстрирует возможность ис-
пользования только дбцАМФ в качестве химиче-
ски “определенного” капацитирующего агента
сперматозоидов КРС in vitro вместо сульфатиро-
ванного гликозоаминогликана гепарина биологи-
ческого происхождения в не содержащeй глюкозу
химически “определеннoй” безбелковoй средe.

Наши данные подтверждают, что цАМФ игра-
ет ключевую роль в капацитации сперматозоидов
КРС in vitro и позволяют создать полностью
“определенную” культуральную систему для по-
лучения эмбрионов данного вида вне организма.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний (грант 16-53-52046), Госзаданий АААА-А18-
118020690203-8, № 0082-2018-0005 и № 0600-2018-
0015.
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The Use of Dibutyryl Cyclic Adenosine Monophosphate for Sperm Capacitation
during Production of Bovine Embryos in vitro

I. G. Smetanina1, #, L. V. Tatarinova1, and A. S. Krivokharchenko2

1All-Russia Research Institute of Animal Physiology, Biochemistry, and Nutrition – Ernst VIJ – Federal Research Center,
pos. Institute, Kalugskaia obl., Borovsk, 240913 Russia

2Semenov Institute of Chemical Physics, Russian Academy of Sciences, ul. Kosygina 4, Moscow, 119991 Russia
#e-mail: sme.irina2011@yandex.ru

The possibility of creating a chemically defined system of bovine sperm capacitation in vitro was analyzed. It
is noted that in a protein-free medium of fertilization instead of 10 μg/mL of heparin was injected 100 μM
dibutyrylcyclic adenosine monophosphate (dbcAMP). In this case, the fertilization medium did not contain
glucose, as well as any additives that activate sperm. It was shown that capacitated in protein-free medium
only through dbcAMF sperm can with high efficiency to fertilize in vitro of bovine oocytes, matured in vitro
also in the medium without protein. The development of embryos up to 4–8 cell stages was chosen as the cri-
terion of normal fertilization.
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