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(57) Способ разделения эмбрионов млекопи-
тающих, включающий помещение эмбриона
в изотонический раствор и микрохирургиче-
ские операции с ним, о т л и ч а ю щ и й с я
тем, что эмбрион извлекают из изотониче-
ского раствора питательной среды, помеща-
ют на время проведения операции в
гипотонический раствор питательной среды
осмолярностью 190 - 200 моем и возвраща-
ют в изотонический раствор.
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Изобретение относится к области био-
технологии, в частности, к микрохирургиче-
скому разделению эмбрионов и может быть
использовано для трансплантации эмбрио-
нов млекопитающих.

Известен способ проведения микрохи-
рургического разделения эмбрионов, при
котором эмбрионы, пригодные к делению,
помещают в изотонический физиологиче-
ский раствор, фиксируют его микроприсо-
ской и производят делению скальпелем.
Полученные части культивируют или переса-
живают животным-реципиентам [Ozlll J.F.
Production of identical twins by bisection of
blastocysts In the cow. - J. Reprod. Fertil.,
1983,69, p. 463-468].

Однако при таком способе разделения
эмбрионов часть бластомеров разрушается
чисто механически, в результате чего поло-
винки эмбрионов могут быть нежизнеспо-
собны.

Известен способ микрохирургических
операций, который принят в качестве прото-
типа. Способ заключается в следующем, эм-
брион помещают в изотонический раствор и
микроножом проводят деление на части.
[Baker R.D., Shea B.F. Commercial splitting of
bovine embryos. - Theriogenology, 1985, v.
23, N1, p. 3 - 7]. При этом объем и размеры
бластомеров, а также связь между ними ос-
таются неизменными.

В нативном эмбрионе связи между бла-
стомерами почвы. Разделение эмбриона до-
стигается непосредственно разделением
бластомеров эмбриона так, чтобы получи-
лось две или несколько разобщенных час-
тей. Недостатком известного способа
разделения эмбрионов на части является
большая вероятность механических повреж-
дений бластомеров вследствие чего снижа-
ется его жизнеспособность.

Задача изобретения - повышение со-
хранности бластомеров эмбриона при про-
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ведении микрохирургических операций и
улучшение технологичности проведения
операций.

Поставленная задача решается благода-
ря тому, что в известном способе разделе- 5
ния эмбриона на части, заключающемся в
помещении объекта в изотонический рас-
твор и проведение микрохирургических ма-
нипуляций, согласно изобретению,
биологический объект на время операции. 10
помещают в гипотонический раствор пита-
тельной среды осмолярностью 190 - 200
моем, проводят разделение эмбриона на ча-
сти и, после проведения операции, снова
возвращают объект в изотоническую среду. 15

Анализ известных решений по источни-
кам научно-технической информации не вы-
явил признаков, сходных с отличительными
признаками заявляемого технического ре-
шения, что подтверждает новизну и изобре- 20
тательский уровень предлагаемого
решения.

Проведенный способ разделения на ча-
сти основан на том, что при помощи в гипо-
тонические условия бластомеры эмбриона, 25
увеличиваясь в объеме, изменяют свою гео-
метрическую форму, становясь сферически-
ми, в то время как бластомеры нативного
эмбриона в изотонических условиях имеют
форму эллипсоида вращения. Упомянутое 30
увеличение объема происходит в результате
входа воды внутрь бластомеров для вырав-
нивания вне - и внутриклеточной концент-
рации растворенных веществ. При
помещении эмбриона в раствор осмолярно- 35
стью 190 - 200 моем его объем увеличивает-
ся в 1,4 раза. Изменение формы приводит к
уменьшению площади контактов между со-
седними бластомерами, а, значит, и к ослаб-
лению этих контактов. 40

Осмолярность раствора 300 моем явля-
ется изотонической, изменения клеточного
объема не происходит.

Выбор концентрации 190 - 200 моем
обусловлен тем. что при более высоких кон- 45
центрациях увеличение объеме невелико и
не дает ожидаемого эффекта в ослаблении
межбластомерных связей; а более низкие
концентрации вызывают фатальное увели-
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чение объема. Увеличение объема эмбриона
в растворе осмолярностью 190 - 200 моем
вполне достаточно для достижения пресле-
дуемой цели. В опыте эмбрион помещали в
гипотонический раствор, выдерживали в те-
чение 10 минут, возвращали физиологиче-
ские условия и культивировали вне
организма (табл. 1).

Сущность предложенного способа со-
стоит в следующем Эмбрион, находящийся
в изотоническом физиологическом раство-
ре, переносят в гипотонический раствор ос-
молярностью 190 - 200 моем. Выдерживают
в растворе в течение минуты и проводят
разделение эмбриона на части. При этом
разделение происходит за счет разрывания
связей между бластомерами. После этого
часть эмбриона вновь переносят в изотони-
ческий раствор.

Предложенный способ иллюстрируется
следующим примером его осуществления.

Пример. Эмбрионы коровы на стадии
морулы получали нехирургическим путем на
7день после осеменения. Пригодные к раз-
делению эмбрионы отмывали два раза в изо-
тоническом физиологическом растворе.
Переносили эмбрионы по одному в каплю
раствора NaCf осмолярностью 200 моем на
предметное стекло и стеклянной иглой про-
водили разделение эмбриона на две части.
Последние переносили в фосфатно-солевой
буфер осмолярностью 300 моем и помещали
в термостат при 37°С на 3 часа. Если поло-
винка эмбриона была жизнеспособна, то
есть в процессе деления бластомеры не бы-
ли разрушены, часть эмбриона формирова-
ла морулу меньшего размера. В качестве
контроля проводили разделение эмбриона
таким же способом, но в изотоническом рас-
творе.

Результаты эксперимента представле-
ны в табл. 2.

Результаты эксперимента показывают,
что использование гипотонического раство-
ра при разделении эмбрионов млекопитаю-
щих позволяет повысить сохранность
бластомеров эмбриона и улучшить техноло-
гию проведения операции.
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Т а б л и ц а 1

Изменение объема эмбрионов и их жизнеспособность после выдержки в растворах различ-
ной осмолярности

Осмолярность раствора,
моем

300 (контроль)
200
150

100

Кратность увеличения объе-
ма клеточной массы

1
1,4
2,1
2,6

Жизнеспособность биологи-
ческих объектов (% развив-

шихся эмбрионов в
культуре)

88
87
75
67

Т а б л и ц а 2

Разделение эмбрионов на части в изотоническом и гипертоническом растворах

Опыт
Контроль

Количество исп-
льзованных эмб-

рионов, шт.

17
18

Количество поло-
винок, постав-

ленных на
культивирова-

ние, шт.

32
31

Количество поло-
винок, развив-

шихся, шт.

19
16

Жизнеспособ-
ность полови-

нок, %

61
50
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