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Ñ ïîìîùüþ êîìïëåêñíîãî ïîäõîäà, ñî÷åòàþùåãî ìåòîäû ïðèæèçíåííîãî èññëåäîâàíèÿ, òðàäèöèîí-
íóþ ýëåêòðîííóþ ìèêðîñêîïèþ è èììóíîöèòîõèìè÷åñêèå ìåòîäû, èçó÷åíû ñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ è
æèçíåñïîñîáíîñòü äâóõêëåòî÷íûõ çàðîäûøåé ìûøåé ëèíèè BALB/c ïîñëå îñòàíîâêè äðîáëåíèÿ â óñëî-
âèÿõ in vitro («äâóõêëåòî÷íûé áëîê in vitro»). Ïðîñëåæåíà äèíàìèêà èçìåíåíèÿ ñòðóêòóðíîé îðãàíèçà-
öèè è æèçíåñïîñîáíîñòè áëîêèðîâàííûõ çàðîäûøåé â òå÷åíèå 2 ñóò îò ìîìåíòà îñòàíîâêè äðîáëåíèÿ.
Ïîêàçàíî, ÷òî óæå ïåðåä îñòàíîâêîé äðîáëåíèÿ ó çàðîäûøåé âîçíèêàþò èçìåíåíèÿ âî âíóòðèêëåòî÷íîì
ðàñïðåäåëåíèè ìèòîõîíäðèé, îäíàêî äðóãèõ íàðóøåíèé îðãàíèçàöèè âûÿâëåíî íå áûëî. Â òå÷åíèå
1-õ ñóò îò ìîìåíòà îñòàíîâêè ðàçâèòèÿ çàðîäûøè íå òîëüêî îñòàþòñÿ æèçíåñïîñîáíûìè, íî è äåìîíñò-
ðèðóþò íåêîòîðûå èçìåíåíèÿ, ñõîäíûå ñ òåìè, ÷òî ìîæíî âèäåòü ó íîðìàëüíî äðîáÿùèõñÿ çàðîäûøåé
òîãî æå âîçðàñòà. Ê êîíöó 2-õ ñóò ÷àñòü çàðîäûøåé ãèáíåò, îñòàëüíûå íå èìåþò âèäèìûõ ìîðôîëîãè÷å-
ñêèõ äåôåêòîâ è îñòàþòñÿ ìåòàáîëè÷åñêè àêòèâíûìè. Â òî æå âðåìÿ â ÿäðàõ òàêèõ ýìáðèîíîâ ÷àñòî íà-
áëþäàëè êîíäåíñàöèþ õðîìàòèíà îêîëî ÿäåðíîé ìåìáðàíû, àíàëîãè÷íóþ òîé, ÷òî õàðàêòåðíà äëÿ ÿäåð
êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ íà ðàííèõ ñòàäèÿõ àïîïòîçà. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîäòâåðæäàþò äàííûå î ñïå-
öèôè÷íîñòè ôóíêöèîíàëüíîãî ñòàòóñà áëîêèðîâàííûõ çàðîäûøåé è î ñïîñîáíîñòè áëîêèðîâàííûõ çàðî-
äûøåé ê ÷àñòè÷íîé ðåàëèçàöèè ïðîãðàììû ðàííåãî ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: çàðîäûøè ìûøè, äîèìïëàíòàöèîííûé ïåðèîä ðàçâèòèÿ, «äâóõêëåòî÷íûé áëîê
in vitro», æèçíåñïîñîáíîñòü, óëüòðàñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: DAPI — 4-6 diamidino-2-phenylindole, MTT — 3[4,5-dimethylthia-
zol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide, ÕÃ — õîðèîíè÷åñêèé ãîíàäîòðîïèí.

Ñïîñîáíîñòü äîèìïëàíòàöèîííûõ ýìáðèîíîâ ìëåêî-
ïèòàþùèõ ðàçâèâàòüñÿ in vitro çàâèñèò îò èõ ãåíîòèïà,
ñîñòàâà êóëüòóðàëüíîé ñðåäû è óñëîâèé êóëüòèâèðîâà-
íèÿ. Ó ëàáîðàòîðíûõ ãðûçóíîâ ýìáðèîíû ãèáðèäíûõ ãå-
íîòèïîâ ìîãóò ïðîõîäèòü ïîëíîå äîèìïëàíòàöèîííîå
ðàçâèòèå in vitro. Â òî æå âðåìÿ çàðîäûøè áîëüøèíñòâà
ëèíèé ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè ñ îäíîêëåòî÷íîé ñòàäèè
â êëàññè÷åñêèõ ýìáðèîíàëüíûõ ñðåäàõ ïðåêðàùàþò ðàç-
âèòèå íà îäíîé èç íà÷àëüíûõ ñòàäèé äðîáëåíèÿ (Telford
et al., 1990). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîäîáíóþ îñòàíîâêó ðàç-
âèòèÿ ñâÿçûâàþò ñ íåïðàâèëüíîé èëè íåñâîåâðåìåííîé
àêòèâàöèåé ýìáðèîíàëüíîãî ãåíîìà ó ðàçâèâàþùèõñÿ â
ñèíòåòè÷åñêèõ ñðåäàõ çàðîäûøåé (Latham, 1999).

Äðîáëåíèå ëèíåéíûõ çàðîäûøåé ìûøè îñòàíàâëèâà-
åòñÿ â êîíöå äâóõêëåòî÷íîé ñòàäèè, è òàêîå íàðóøåíèå
ðàçâèòèÿ ïîëó÷èëî íàçâàíèå «äâóõêëåòî÷íûé áëîê in vit-
ro» (Whittingham, 1974). Íàáëþäåíèå çà áëîêèðîâàííû-
ìè çàðîäûøàìè ïðè èõ äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè ïî-
êàçàëî, ÷òî â òå÷åíèå 2 ñóò ïîñëå îñòàíîâêè äåëåíèÿ îíè
ñîõðàíÿþò ñâîþ ìîðôîëîãè÷åñêóþ öåëîñòíîñòü (God-
dart, Pratt, 1983). Áëîêèðîâàíèå ðàçâèòèÿ ïðîèñõîäèò íà
ãðàíèöå ñòàäèé G2 è M âòîðîãî êëåòî÷íîãî öèêëà, â ÿä-
ðàõ ýìáðèîíîâ ïðîõîäèò îäèí ðàóíä ðåïëèêàöèè ÄÍÊ ñ
ïîñëåäóþùèì èíãèáèðîâàíèåì ñèíòåçà ÄÍÊ è êàðèîêè-

íåçà (Goddart, Pratt, 1983). Îñóùåñòâëåíèþ ìèòîçà ïðå-
ïÿòñòâóåò òàêæå è òî, ÷òî áåëîê p34cdc2 õîòÿ è
ñîäåðæèòñÿ â êëåòêàõ â äîñòàòî÷íîì äëÿ èíäóêöèè ìèòî-
çà êîëè÷åñòâå, íàõîäèòñÿ â ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìå è
ïî íåèçâåñòíîé ïðè÷èíå íå àêòèâèðóåòñÿ (Aoki et al.,
1992). Âìåñòå ñ òåì áëîêèðîâàííûå çàðîäûøè â òîé æå
ñòåïåíè, ÷òî è íîðìàëüíî äðîáÿùèåñÿ, ñïîñîáíû ñèíòå-
çèðîâàòü ìÐÍÊ è îñóùåñòâëÿòü èõ òðàíñëÿöèþ (Robl et
al., 1988). Â áëîêèðîâàííûõ çàðîäûøàõ ïðîèñõîäèò ÷àñ-
òè÷íàÿ ðåàëèçàöèÿ ïðîãðàììû èíäèâèäóàëüíîãî ðàçâè-
òèÿ, ÷òî âûðàæàåòñÿ â ïðèíöèïèàëüíîì èçìåíåíèè êà÷å-
ñòâåííîãî ñîñòàâà ñèíòåçèðóåìûõ áåëêîâ (Suzuki et al., 1998)
è íåêîòîðûõ èçìåíåíèÿõ ìîðôîëîãèè ýìáðèîíîâ (God-
dart, Pratt, 1983). Ïî ñîâîêóïíîñòè äàííûõ ïðèíÿòî ñ÷è-
òàòü, ÷òî áëîê íå òîæäåñòâåí ãèáåëè çàðîäûøåé, à ñêîðåå
ÿâëÿåòñÿ ïðèîñòàíîâêîé ðàçâèòèÿ (Biggers, 1998).

Òàê êàê äâóõêëåòî÷íûé áëîê ñåðüåçíî ìåøàë ðàçâè-
òèþ in vitro òåõíîëîãèé, áûëè ïðîâåäåíû ìíîãî÷èñëåí-
íûå èññëåäîâàíèÿ ñ öåëüþ ïðåäîòâðàòèòü âîçíèêíîâåíèå
äàííîãî íàðóøåíèÿ ðàçâèòèÿ. Â ïðîöåññå ðàáîòû â êà÷å-
ñòâå «ïîáî÷íîãî ïðîäóêòà» áûëè ïîëó÷åíû îáøèðíûå è
âàæíûå ñâåäåíèÿ î ìåõàíèçìàõ öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî
êîíòðîëÿ ñîáûòèé ðàííåãî ýìáðèîãåíåçà (Muggleton-
Harris et al., 1982; Nakamura, Tsunoda, 1987), ìåòàáîëèç-
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ìå çàðîäûøåé íà÷àëüíûõ ñòàäèé ðàçâèòèÿ (Brown, Whit-
tingham, 1992; Gardner, Lane, 1993), ðåãóëÿöèè êëåòî÷íî-
ãî öèêëà (Aoki et al., 1992; Haraguchi et al., 1999), ìåõà-
íèçìàõ è ïîñëåäñòâèÿõ äåéñòâèÿ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà
(Nasr-Esfahani et al., 1990; Noda et al., 1991) è äð. Áûëè
ðàçðàáîòàíû íîâûå ñðåäû äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ çàðîäû-
øåé (Chatot et al., 1989; Lawitts, Biggers, 1991; Gardner,
Lane, 1996), êîòîðûå ïîçâîëèëè ïîëó÷èòü ïîëíîå äîèìï-
ëàíòàöèîííîå ðàçâèòèå çàðîäûøåé íåñêîëüêèõ ëèíèé
ìûøåé.

Âìåñòå ñ òåì ìåõàíèçì âîçíèêíîâåíèÿ «äâóõêëåòî÷-
íîãî áëîêà in vitro» îñòàåòñÿ äî ñèõ ïîð íåèçâåñòíûì, è
èçó÷åíèå ýòîãî ôåíîìåíà ïðîäîëæàåòñÿ (Qui et al., 2003).
Â ÷àñòíîñòè, òðåáóåòñÿ âîñïîëíèòü íåäîñòàòîê ñâåäåíèé
î ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèÿõ â çàðîäûøå, ñîïóòñòâóþùèõ
åãî áëîêèðîâàííîìó ñîñòîÿíèþ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ òà-
êèå ñâåäåíèÿ íåìíîãî÷èñëåííû (Goddart, Pratt, 1983;
Pratt, Muggleton-Harris, 1988; Ñåêèðèíà, Íåãàíîâà, 1996),
è äàæå îñòàåòñÿ äî êîíöà íåèçâåñòíûì, â êàêîé ñòåïåíè
ñîõðàíÿþò æèçíåñïîñîáíîñòü çàðîäûøè, íàõîäÿùèåñÿ â
ñîñòîÿíèè ãëóáîêîãî áëîêà.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿëîñü èçó÷åíèå ñòðóê-
òóðíîé îðãàíèçàöèè çàðîäûøåé ìûøåé BALB/c ïîñëå
îñòàíîâêè èõ äðîáëåíèÿ íà äâóõêëåòî÷íîé ñòàäèè («äâóõ-
êëåòî÷íûé áëîê in vitro») è îöåíêà æèçíåñïîñîáíîñòè òà-
êèõ ýìáðèîíîâ. Ðàáîòà áûëà âûïîëíåíà ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ïðèæèçíåííûõ ìåòîäîâ èññëåäîâàíèÿ, òðàäèöèîííîé
ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè è èììóíîöèòîõèìè÷åñêèõ ìå-
òîäîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ýìáðèîíû, ïîëó÷åííûå îò
ìûøåé ëèíèè BALB/c è ãèáðèäîâ F1 (CBA/C57B1) (Ïè-
òîìíèê ÐÀÌÍ «Ðàïïîëîâî»). Äëÿ ñèíõðîíèçàöèè ðàçâè-
òèÿ çàðîäûøåé è óâåëè÷åíèÿ èõ êîëè÷åñòâà áûëà èñïî-
ëüçîâàíà ãîðìîíàëüíàÿ ñòèìóëÿöèÿ ñàìîê. Ñ ýòîé öåëüþ
èì ââîäèëè 5—10 ÌÅ ñûâîðîòî÷íîãî ãîíàäîòðîïèíà, à
çàòåì õîðèîíè÷åñêîãî ãîíàäîòðîïèíà (ÕÃ) ñ èíòåðâàëîì
44—48 ÷ (Äûáàí, 1974). Óñïåøíîå ïîêðûòèå îïðåäåëÿëè
ïî íàëè÷èþ âàãèíàëüíîé ïðîáêè ïîñëå ïîäñàäêè ñàìîê ê
ñàìöàì. Âîçðàñò çàðîäûøåé îòñ÷èòûâàëè îò âðåìåíè
ââåäåíèÿ.

Ýìáðèîíû èçâëåêàëè èç ÿéöåâîäîâ íà íåîáõîäèìîé
ñòàäèè ðàçâèòèÿ ïîä êîíòðîëåì ñòåðåîìèêðîñêîïà
ÌÁÑ 9, èñïîëüçóÿ äëÿ ìàíèïóëÿöèé ñðåäó F10 ñ áóôåð-
íûì ðàñòâîðîì HEPES (Sigma, ÑØÀ). Êóëüòèâèðîâà-
ëè çàðîäûøè â ÷åòûðåõëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ (Nunclon)
â ñðåäå M16 (Ïðàòò, 1990) áåç HEPES, ñîäåðæàùåé áû-
÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí (5 ìã/ìë) è ÝÄÒÀ
(10.8 ìêìîëü/ìë) (Abramczuk et al., 1977). Ðàçâèòèå çàðî-
äûøåé ïðîõîäèëî â CO2-èíêóáàòîðå (Flow, ÑØÀ) ïðè
37 °Ñ è 5%-íîì ñîäåðæàíèè CO2.

Äëÿ ïðèæèçíåííîãî ðàñïîçíàâàíèÿ æèâûõ è ïîãèá-
øèõ ýìáðèîíîâ â ãðóïïå êóëüòèâèðóåìûõ çàðîäûøåé, íå
èìåþùèõ âèäèìûõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ äåôåêòîâ, èñïîëü-
çîâàëè òåñò «æèâîå è ìåðòâîå» (life and dead assay) (Liu
et al., 2000). Äâîéíîå ïðèæèçíåííîå îêðàøèâàíèå çàðî-
äûøåé ÿäåðíûìè êðàñèòåëÿìè Õ¸õñòîì 33258 (Sigma,
ÑØÀ; ðàñòâîð â êîíöåíòðàöèè 20 ìêã/ìë íà ñðåäå M3 â
òå÷åíèå 15 ìèí â CO2-èíêóáàòîðå) è èîäèñòûì ïðîïèäè-
åì (Sigma, ÑØÀ; ðàñòâîð â êîíöåíòðàöèè 20 ìêã/ìë íà
ñðåäå M3 â òå÷åíèå 25 ìèí â CO2-èíêóáàòîðå) ïîçâîëÿåò
ðàçäåëèòü ýìáðèîíû íà ãðóïïû, îñíîâûâàÿñü íà òàêèõ

êðèòåðèÿõ, êàê ñîñòîÿíèå ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû è
ÿäðà. Ýìáðèîíû, ó êîòîðûõ ÿäðà áëàñòîìåðîâ îêðàøåíû
òîëüêî Õ¸õñòîì 33258, ñ÷èòàþò æèçíåñïîñîáíûìè, åñëè
èõ ÿäðà íå ôðàãìåíòèðîâàíû è ñîäåðæàò ïðîÿäðûøêè è
äèñïåðãèðîâàííûé õðîìàòèí, èëè àïîïòîçíûìè, åñëè
õðîìàòèí êîíäåíñèðîâàí è(èëè) ÿäðà ôðàãìåíòèðîâàíû.
Â òîì ñëó÷àå, åñëè ÿäðà îêðàøåíû îáîèìè êðàñèòåëÿìè,
çàðîäûøè ìåðòâû.

Äëÿ îáíàðóæåíèÿ ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûõ ìèòî-
õîíäðèé â öèòîïëàçìå ýìáðèîíîâ èñïîëüçîâàëè ïðèæèç-
íåííûé ìèòîõîíäðèàëüíûé êðàñèòåëü ðîäàìèí 123 (Sig-
ma, ÑØÀ) (Johnson et al., 1980). Çàðîäûøåé èíêóáèðîâà-
ëè â ñðåäå M16, ñîäåðæàùåé 25 ìêã/ìë ðîäàìèíà 123, â
òå÷åíèå 30 ìèí. Íà ýòî âðåìÿ èõ ïîìåùàëè â CO2-èíêó-
áàòîð ïðè 37 °Ñ. Ïðåäâàðèòåëüíî ó ýìáðèîíîâ áûëà óäà-
ëåíà áëåñòÿùàÿ îáîëî÷êà. Åå ðàçðóøàëè, ïîìåùàÿ ýìá-
ðèîíû íà 30—60 ñ â êàïëþ ñðåäû F10 ñ pH 2.5 (äàííîå
çíà÷åíèå pH ïîëó÷àëè, òèòðóÿ ñðåäó 1 Ì ðàñòâîðîì HCl).
Ïîñëå ýòîãî çàðîäûøåé ïðîìûâàëè, ïîñëåäîâàòåëüíî ïå-
ðåíîñÿ â íåñêîëüêî êàïåëü ñðåäû HT6 (pH 7.4).

Äëÿ âûÿâëåíèÿ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè îêñèäî-
ðåäóêòàç ýìáðèîíà èñïîëüçîâàëè ðåàêöèþ âîññòàíîâëå-
íèÿ äàííûìè ôåðìåíòàìè ìàëîîêðàøåííîé ñîëè òåòðà-
çîëèÿ MTT (Sigma, ÑØÀ) äî èíòåíñèâíî îêðàøåííîãî
ôîðìàçàíà. Çàðîäûøåé èíêóáèðîâàëè 60 ìèí â ñðåäå
M16, ñîäåðæàùåé 10 ìêã/ìë MTT, ïðè 37 °Ñ â CO2-èíêó-
áàòîðå. Â ðåçóëüòàòå ðåàêöèè â öèòîïëàçìå îáðàçîâûâà-
ëèñü èíòåíñèâíî îêðàøåííûå êðèñòàëëû ôîðìàçàíà, ëåã-
êî âûÿâëÿåìûå ïðè ìèêðîñêîïèðîâàíèè â ïðîõîäÿùåì
ñâåòå áåç èñïîëüçîâàíèÿ ôàçîâî-êîíòðàñòíîé îïòèêè.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìåòîäèêà áûëà àäàïòèðîâàíà äëÿ ýì-
áðèîíàëüíîãî ìàòåðèàëà è ñïîñîáíîñòü çàðîäûøåé ê âîñ-
ñòàíîâëåíèþ MTT èñïîëüçîâàëè äëÿ êà÷åñòâåííîé îöåí-
êè èõ ñîñòîÿíèÿ, â ñâÿçè ñ ÷åì íå ïðîâîäèëè êîëè÷åñò-
âåííîé êîëîðèìåòðè÷åñêîé îöåíêè, êàê ýòî ïðåäóñìîò-
ðåíî ñòàíäàðòíîé ïðîöåäóðîé (Hussain et al., 1993).

Ìîðôîëîãèþ ÿäåð íà ñâåòîîïòè÷åñêîì óðîâíå èçó÷à-
ëè íà òîòàëüíûõ ôèêñèðîâàííûõ ïðåïàðàòàõ çàðîäûøåé,
îêðàøåííûõ DAPI. Äëÿ ýòîãî ýìáðèîíû ôèêñèðîâàëè â
4%-íîì ðàñòâîðå ïàðàôîðìàëüäåãèäà â òå÷åíèå 40 ìèí
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è ïîñëå îòìûâêè â ôîñôàòíîì
áóôåðíîì ðàñòâîðå (PBS) çàêëþ÷àëè â 50%-íûé ãëèöå-
ðèí, ñîäåðæàùèé 1 ìã/ìë ôåíèëåíäèàìèíà è 0.5 ìêã/ìë
DAPI (Sigma, ÑØÀ).

Äëÿ ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ ýì-
áðèîíû ôèêñèðîâàëè 1%-íûì ðàñòâîðîì ãëóòàðàëüäåãèäà
íà 0.05 Ì êàêîäèëàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå íå ìåíåå 12 ÷
ïðè 4 °Ñ ñ ïîñëåäóþùåé ôèêñàöèåé 1%-íûì OsO4 íà òîì
æå áóôåðíîì ðàñòâîðå â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå. Ïîñëå äåãèäðàòàöèè â ñåðèè ñïèðòîâ âîçðàñòà-
þùåé êîíöåíòðàöèè ìàòåðèàë çàêëþ÷àëè â ñïèðòîðàñòâî-
ðèìóþ ñðåäó Spurr (Serva, ÑØÀ). Óëüòðàòîíêèå ñðåçû,
ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ óëüòðàòîìà Reichert, êîíòðàñòè-
ðîâàëè óðàíèë-àöåòàòîì è öèòðàòîì ñâèíöà.

Äëÿ èììóíîýëåêòðîííîãî öèòîõèìè÷åñêîãî èññëåäî-
âàíèÿ ðàñïðåäåëåíèÿ ÄÍÊ ìàòåðèàë ôèêñèðîâàëè â ñìå-
ñè 4%-íîãî ïàðàôîðìàëüäåãèäà è 0.5%-íîãî ãëóòàðàëü-
äåãèäà íà PBS â òå÷åíèå 1.5 ÷ ñ ïîñëåäóþùåé ôèêñàöèåé
2%-íûì ðàñòâîðîì ïàðàôîðìàëüäåãèäà íà PBS íå ìåíåå
12 ÷. Ïîñëå îáåçâîæèâàíèÿ â ñïèðòàõ ìàòåðèàë çàêëþ÷à-
ëè â ñðåäó LR White (Polysciences, Warrington, ÑØÀ), âðå-
ìÿ ïîëèìåðèçàöèè íå ìåíåå 12 ÷ ïðè 57 °Ñ. Â ðàáîòå
áûëè èñïîëüçîâàíû ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà á-ÄÍÊ —
ê äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ (Chemical International, ÑØÀ).
Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè êîçüè àíòèòåëà
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ïðîòèâ ìûøèíûõ èììóíîãëîáóëèíîâ, êîíúþãèðîâàííûå
ñ êîëëîèäíûì çîëîòîì (äèàìåòð ãðàíóë 10 íì) (BBInter-
national, ÑØÀ). Äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîãî
ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë ñåòêè ñ óëüòðàòîíêèìè ñðåçàìè èí-
êóáèðîâàëè â PBS, ñîäåðæàùåì 0.5 % æåëàòèíà (Sigma,
ÑØÀ) è 0.05 % Tween 20 (pH 7.4), â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå îáðàáîòêè àíòèòåëàìè
óëüòðàòîíêèå ñðåçû êîíòðàñòèðîâàëè íàñûùåííûì ðàñ-
òâîðîì óðàíèëàöåòàòà â 70%-íîì ýòàíîëå.

Óëüòðàòîíêèå ñðåçû àíàëèçèðîâàëè â ìèêðîñêîïå
JEM-7A ïðè 80 êÂ.

Ðåçóëüòàòû

Ê î í ò ð î ë ü í û å ç à ð î ä û ø è F1 (C B A / C 5 7 B 1) í à
ï î ç ä í å é ä â ó õ ê ë å ò î ÷ í î é ñ ò à ä è è ð à ç â è ò è ÿ.
1. Ðàçâèòèå çàðîäûøåé in vitro. Ñ ñåðåäèíû îäíîêëåòî÷-
íîé ñòàäèè (18 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ ÕÃ) â êóëüòóðàëüíóþ
ñðåäó áûëè ïîìåùåíû çèãîòû, à òàêæå íåîïëîäîòâîðåí-
íûå îîöèòû, êîòîðûå èñïîëüçîâàëè äëÿ ñðàâíèòåëüíûõ
íàáëþäåíèé êàê êëåòêè, íå ñïîñîáíûå ðàçâèâàòüñÿ in vitro.

Ïåðâîå äåëåíèå çèãîòû ïðîõîäèò ÷åðåç 33—34 ÷ ïî-
ñëå ââåäåíèÿ ÕÃ, îñóùåñòâèòü åãî îêàçàëèñü íåñïîñîá-
íûìè ëèøü åäèíè÷íûå çàðîäûøè. Ê êîíöó äâóõêëåòî÷-
íîé ñòàäèè (48 ÷ îò ââåäåíèÿ ÕÃ) çàðîäûøè èìåëè áëàñ-
òîìåðû ðàâíîãî ðàçìåðà, îêðóãëîé èëè îâàëüíîé ôîðìû,
ñî ñâåòëîé öèòîïëàçìîé è öåíòðàëüíûì ïîëîæåíèåì
ÿäåð (ðèñ. 1, à). Ôðàãìåíòàöèè öèòîïëàçìû íå íàáëþäà-
ëè. Âòîðîå ïîëÿðíîå òåëüöå ïðèñóòñòâóåò ïîä áëåñòÿùåé
îáîëî÷êîé è ñâÿçàíî ñ îäíèì èç áëàñòîìåðîâ.

Â äàëüíåéøåì çàðîäûøè ïðîõîäÿò âòîðîå äåëåíèå
íà ñðîêå 48—50 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ ÕÃ, òðåòüå — íà ñðîêå
59—61 ÷, à ê ñðîêó 96 ÷ ôîðìèðóåòñÿ áëàñòîöèñòà, êîòî-
ðàÿ âûñåëÿåòñÿ èç áëåñòÿùåé îáîëî÷êè íà ñðîêå 125—
130 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ ÕÃ.

Íåîïëîäîòâîðåííûå îîöèòû ê ñðîêó 48 ÷ îò ââåäå-
íèÿ ÕÃ äåìîíñòðèðóþò çàìåòíîå óìåíüøåíèå îáúåìà
öèòîïëàçìû (ñæàòèå áëàñòîìåðîâ), ïîòåìíåíèå è ðàññëî-
åíèå öèòîïëàçìû. Ôðàãìåíòàöèè öèòîïëàçìû îòìå÷åíî
íå áûëî. Îäíàêî åäèíè÷íûå îîöèòû ñîõðàíÿþò òó ìîð-
ôîëîãèþ, ÷òî áûëà ó íèõ â íà÷àëå íàáëþäåíèÿ íà ìî-
ìåíò ýêñïëàíòàöèè in vitro.

2. Àíàëèç æèçíåñïîñîáíîñòè çàðîäûøåé. 2.1. Òåñò
«æèâîå è ìåðòâîå». Àíàëèç êîíòðîëüíûõ çàðîäûøåé ïî-
ñëå èõ ïðèæèçíåííîãî îêðàøèâàíèÿ ÿäåðíûìè êðàñèòå-
ëÿìè Õ¸õñòîì 33258 è èîäèñòûì ïðîïèäèåì ïîçâîëèë
ðàçäåëèòü ýìáðèîíû íà äâå ãðóïïû.

ßäðà çàðîäûøåé ïåðâîé ãðóïïû, êóäà âõîäèò áîëü-
øèíñòâî ýìáðèîíîâ, íå îêðàøåíû èîäèñòûì ïðîïèäèåì,
÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ñîõðàíåíèè öåëîñòíîñòè ïëàçìà-
òè÷åñêèõ ìåìáðàí áëàñòîìåðîâ. Ñâå÷åíèå ÿäåð, îáóñëîâ-
ëåííîå ñâÿçûâàíèåì õðîìàòèíà ñ êðàñèòåëåì Õ¸õñòîì
33258, èíòåíñèâíî. Îêðàøåííûå ÿäðà ñîäåðæàò áîëüøîå
êîëè÷åñòâî ïðîÿäðûøåê, äèñïåðãèðîâàííûé õðîìàòèí,
èìåþò áëèçêóþ ê îêðóãëîé ôîðìó è íå ôðàãìåíòèðîâà-
íû (ðèñ. 1, â). Ïî ñîâîêóïíîñòè äàííûõ ïðèçíàêîâ çàðî-
äûøè ìîãóò áûòü îòíåñåíû ê æèçíåñïîñîáíûì.

Êî âòîðîé ãðóïïå çàðîäûøåé áûëè îòíåñåíû òå, ÿäðà
êîòîðûõ îêðàøåíû êàê èîäèñòûì ïðîïèäèåì, òàê è Õ¸õ-
ñòîì 33258, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ãèáåëè êëåòîê.

2.2. Ñïîñîáíîñòü ýìáðèîíîâ ê âîññòàíîâëåíèþ MTT.
Îêñèäîðåäóêòàçû æèçíåñïîñîáíûõ ýìáðèîíîâ àêòèâíî
âîññòàíàâëèâàþò MTT, â ðåçóëüòàòå ÷åãî èíêóáàöèÿ çà-
ðîäûøåé â ñðåäå, ñîäåðæàùåé MTT, ïðèâîäèò ê ïîÿâ-

ëåíèþ è íàêîïëåíèþ â öèòîïëàçìå ñèíå-ôèîëåòîâûõ
êðèñòàëëîâ ôîðìàçàíà. Ìèêðîñêîïè÷åñêîå íàáëþäåíèå
çàðîäûøåé ïî îêîí÷àíèè âðåìåíè èíêóáàöèè ñ MTT ïî-
êàçûâàåò, ÷òî êðèñòàëëû ôîðìàçàíà ðàâíîìåðíî ðàñ-
ïðåäåëåíû ïî âñåìó îáúåìó öèòîïëàçìû áëàñòîìåðîâ
(ðèñ. 1, ç). Öèòîïëàçìà ïîãèáøèõ êëåòîê îñòàåòñÿ íåî-
êðàøåííîé.

2.3. Âíóòðèêëåòî÷íîå ðàñïðåäåëåíèå ôóíêöèîíàëüíî
àêòèâíûõ ìèòîõîíäðèé. Ìèòîõîíäðèè æèçíåñïîñîáíûõ
çàðîäûøåé àêêóìóëèðóþò ðîäàìèí 123, ÷òî âûçûâàåò
ÿðêîå ñâå÷åíèå ýòèõ îðãàíåëë. Âåñü îáúåì öèòîïëàçìû
îáèëüíî íàñûùåí äèôôóçíî ðàñïðåäåëåííûìè â íåé ìè-
òîõîíäðèÿìè, íî â îêîëîÿäåðíîé çîíå è çîíå ñîïðèêîñ-
íîâåíèÿ ñåñòðèíñêèõ áëàñòîìåðîâ êîíöåíòðàöèÿ ìèòî-
õîíäðèé âûøå. Â òîì ñëó÷àå, åñëè îäèí èëè îáà áëàñòî-
ìåðà åùå íå íà÷àëè âòîðîå äåëåíèå äðîáëåíèÿ, âîêðóã èõ
ÿäåð âèäíî ñêîïëåíèå ìèòîõîíäðèé, êîòîðîå â äâóõìåð-
íîé ïðîåêöèè âûãëÿäèò êàê òîíêîå êîëüöî (ðèñ. 1, ë). Âî
âðåìÿ ìåòàôàçû ìèòîçà âèäíà êîíöåíòðàöèÿ ìèòîõîíä-
ðèé âîêðóã ìåòàôàçíîé ïëàñòèíêè, à íà áîëåå ïîçäíèõ
ñòàäèÿõ — âîêðóã ãðóïï äî÷åðíèõ õðîìîñîì.

2.4. Ìîðôîëîãèÿ ÿäåð, íàáëþäàåìàÿ íà ñâåòîîïòè÷å-
ñêîì óðîâíå. Àíàëèç ÿäåð, ïðîâåäåííûé íà îêðàøåííûõ
DAPI ôèêñèðîâàííûõ òîòàëüíûõ ïðåïàðàòàõ, ïîêàçàë,
÷òî äëÿ ÿäåð æèçíåñïîñîáíûõ çàðîäûøåé ïîçäíåé äâóõ-
êëåòî÷íîé ñòàäèè ðàçâèòèÿ õàðàêòåðíû îêðóãëàÿ èëè
îâàëüíàÿ ôîðìà, íàëè÷èå 6—12 ïðîÿäðûøåê íà ÿäðî,
äèñïåðãèðîâàííûé ïî âñåìó îáúåìó êàðèîïëàçìû õðîìà-
òèí è íà åãî ôîíå — áîëåå ïëîòíûå àãðåãàòû õðîìàòèíà,
ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåííûå â ÿäðå (ðèñ. 2, à).

3. Óëüòðàñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ çàðîäûøåé.
Ïëàçìàòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà áëàñòîìåðîâ ïîêðûòà ðåäêè-
ìè ìèêðîâîðñèíêàìè, ðàñïîëîæåííûìè ðàâíîìåðíî.
Ìåìáðàíû ñåñòðèíñêèõ áëàñòîìåðîâ â çîíå ïðèëåãàíèÿ
íà íåêîòîðûõ ó÷àñòêàõ íåïëîòíî ïðèëåãàþò äðóã ê äðó-
ãó, è ìåæäó íèìè îáðàçóåòñÿ óçêîå ïðîñòðàíñòâî, â ïðî-
ñâåòå êîòîðîãî ìîæíî âèäåòü îòäåëüíûå ìèêðîâîðñèíêè
(ðèñ. 4, à). Íèêàêèõ ñïåöèàëèçèðîâàííûõ êëåòî÷íûõ êîí-
òàêòîâ ìåæäó áëàñòîìåðàìè íà ýòîé ñòàäèè íå íàáëþäà-
åòñÿ. Öèòîïëàçìà ñðåäíåé ýëåêòðîííîé ïëîòíîñòè ñîäåð-
æèò áîëüøîå êîëè÷åñòâî ìèòîõîíäðèé è ðàñïîëîæåííûå
íåáîëüøèìè ãðóïïàìè ëèïèäíûå âêëþ÷åíèÿ. Ïî âñåìó
îáúåìó áëàñòîìåðîâ ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåíû ïó÷êè
ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ (ðèñ. 3, à).

Ìèòîõîíäðèè èìåþò âûòÿíóòóþ ôîðìó, ïîýòîìó íà
ñðåçàõ îíè ïðåäñòàâëåíû êàê îêðóãëûìè (äèàìåòð îêîëî
380 íì), òàê è îâàëüíûìè (äëèíîé îêîëî 570—610 íì)
ñòðóêòóðàìè, ïîëíîñòüþ èëè ÷àñòè÷íî çàïîëíåííûìè
ýëåêòðîííî-ïëîòíûì ìàòðèêñîì (ðèñ. 3, à). Íà ýòîé ñòà-
äèè ðàçâèòèÿ ìèòîõîíäðèè ïðåäñòàâëåíû ìîðôîëîãè÷å-
ñêè íåçðåëûìè ôîðìàìè ñ íåâûðàæåííûìè êðèñòàìè
èëè ñ êîíöåíòðè÷åñêèìè è àðêîîáðàçíûìè êðèñòàìè (ïî-
ñëåäíèå äâå ðàçíîâèäíîñòè âñòðå÷àþòñÿ îòíîñèòåëüíî
ðåäêî). Â îêîëîÿäåðíîé çîíå îòìå÷àåòñÿ ïîâûøåííîå ñî-
äåðæàíèå ìèòîõîíäðèé ïî ñðàâíåíèþ ñ ïåðèôåðè÷åñêîé
öèòîïëàçìîé. Íåçàâèñèìî îò ìåñòà ëîêàëèçàöèè ìèòî-
õîíäðèè ÷àñòî àññîöèèðîâàíû ñ ëèïèäíûìè âêëþ÷å-
íèÿìè.

Â ÿäðàõ äâóõêëåòî÷íûõ çàðîäûøåé ìûøåé íàèáîëåå
çàìåòíûìè ñòðóêòóðàìè ÿâëÿþòñÿ ïðîÿäðûøêè (â àíãëî-
ÿçû÷íîé ëèòåðàòóðå — nucleolus precursor bodies) — ýëåêò-
ðîííî-ïëîòíûå îêðóãëûå òåëà äèàìåòðîì 2—3 ìêì, ñî-
ñòîÿùèå èç òîíêîôèáðèëëÿðíîãî ìàòåðèàëà (òîëùèíà
ôèáðèëë îêîëî 5 íì) (ðèñ. 3, à). ×èñëî ïðîÿäðûøåê ìî-
æåò êîëåáàòüñÿ îò 3 äî 11 íà ÿäðî. Ê êîíöó äâóõêëåòî÷-
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Ðèñ. 1. Ïðèæèçíåííîå íàáëþäåíèå íîðìàëüíî ðàçâèâàþùèõñÿ çàðîäûøåé F1 (CBA/C57B1) è íàõîäÿùèõñÿ â ñîñòîÿíèè «äâóõêëå-
òî÷íîãî áëîêà in vitro» çàðîäûøåé BALB/c.

à, á — èçìåíåíèå ôîðìû áëàñòîìåðîâ: à — çàðîäûøè F1 íà ïîçäíåé äâóõêëåòî÷íîé ñòàäèè ðàçâèòèÿ; á — çàðîäûøè BALB/c, íàõîäèâøèåñÿ 24 ÷ â
áëîêèðîâàííîì ñîñòîÿíèè: ïëîùàäü ñîïðèêîñíîâåíèÿ áëàñòîìåðîâ óâåëè÷èâàåòñÿ, îíè ïðèîáðåòàþò ïðèïëþñíóòóþ ôîðìó. â—ã — ìîðôîëîãèÿ ÿäåð
ýìáðèîíîâ. â — ìíîãî÷èñëåííûå ìåëêèå ïðîÿäðûøêè (ñòðåëêà) â ÿäðàõ ýìáðèîíà F1 ïîçäíåé äâóõêëåòî÷íîé ñòàäèè; ã—å — ÿäðà ýìáðèîíîâ BALB/c,
íàõîäèâøèõñÿ 48 ÷ â áëîêèðîâàííîì ñîñòîÿíèè: ã — ïðîÿäðûøêè è äèñïåðãèðîâàííûé õðîìàòèí â ÿäðàõ ýìáðèîíà ñ èíòàêòíîé ïëàçìàòè÷åñêîé ìåì-
áðàíîé (êîëè÷åñòâî ïðîÿäðûøåê óìåíüøàåòñÿ, à èõ ðàçìåð óâåëè÷èâàåòñÿ), ä — êîíäåíñèðîâàííûé îêîëî ÿäåðíîé ìåìáðàíû õðîìàòèí â îäíîì èç
ÿäåð ïîãèáøåãî çàðîäûøà, å — êîíäåíñèðîâàííûé îêîëî ÿäåðíîé ìåìáðàíû õðîìàòèí â ÿäðå çàðîäûøà ñ èíòàêòíîé ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé.
æ —ê — âîññòàíîâëåíèå ýìáðèîíàìè ÌÒÒ äî ôîðìàçàíà: æ — çàðîäûø ïåðåä èíêóáàöèåé â ñðåäå, ñîäåðæàùåé ÌÒÒ, ç — ýìáðèîí F1 íà ïîçäíåé
äâóõêëåòî÷íîé ñòàäèè, è — çàðîäûø, íàõîäèâøèéñÿ 24 ÷ â áëîêèðîâàííîì ñîñòîÿíèè, ê — çàðîäûø, íàõîäèâøèéñÿ 48 ÷ â áëîêèðîâàííîì ñîñòîÿíèè.
ë—í — èçìåíåíèå âíóòðèêëåòî÷íîé ëîêàëèçàöèè ìèòîõîíäðèé ó áëîêèðîâàííûõ çàðîäûøåé: ë — äèôôóçíîå ðàñïðåäåëåíèå ìèòîõîíäðèé â ïåðèôå-
ðè÷åñêîé öèòîïëàçìå è èõ îêîëîÿäåðíàÿ êîíöåíòðàöèÿ (ñòðåëêà) ó óñïåøíî ðàçâèâàþùåãîñÿ êîíòðîëüíîãî ýìáðèîíà F1, ì — îòñóòñòâèå îêîëîÿäåð-
íîé êîíöåíòðàöèè è ìíîãî÷èñëåííûå êëàñòåðû ìèòîõîíäðèé ó áëîêèðóþùåãîñÿ çàðîäûøà BALB/c â êîíöå äâóõêëåòî÷íîé ñòàäèè (ïðåäáëîê), í —
êðóïíûå ìèòîõîíäðèàëüíûå êëàñòåðû (ñòðåëêà) â öèòîïëàçìå ýìáðèîíà, íàõîäèâøåãîñÿ 48 ÷ â áëîêèðîâàííîì ñîñòîÿíèè. à, á — ôàçîâûé êîíòðàñò,
îá. 6.3�, îê. 9�; â, ã, å — îêðàøèâàíèå Õ¸õñòîì 33258, îá. 40�, îê. 8�; ä — îêðàøèâàíèå èîäèäîì ïðîïèäèÿ, îá. 40�, îê. 8�; ç—ê — îêðàøèâàíèå

ÌÒÒ, îá. 40�, 8�; ë—í — îêðàøèâàíèå ðîäàìèíîì 123, îá. 40�, îê. 8�.

Fig. 1. Vital observation of normally cleaving F1 (CBA/C57B1) embryos and blocked BALB/c embryos.

à, á — blastomere shape changing: à — a F1 embryo at late 2-cell stage; á — a BALB/c embryo after a 24 h block, increase in interblastomere contact surface re-
sulting in blastomere flattening; â, ã — morphology of embryo nuclei; â — numerous small pronucleoli (arrow) in the nuclei of a late 2-cell F1 embryo; ã—å —
nuclei of BALB/c embryos after a 48 h block: ã — pronucleoli and dispersed chromatin in the nuclei of an embryo with intact plasma membrane; note that the
number of pronucleoli decreases as their sizes increase; ä — condensed chromatin near the nuclear membrane in a dead embryo; å — chromatin condensation
near the nuclear membrane in an embryo with intact plasma membrane. æ—ê — MTT bioreduction to formazan by embryos: æ — an embryo before staining (in-
cibation in MTT-containing medium); ç — a stained embryo at late 2-cell stage; è — a stained embryo after a 24 h block; ê — a stained embryo after a 48 h block;
ë—í — changes in mitochondrian localization in the embryo cytoplasm: ë — diffuse distribution of mitochondria on the peripheral cytoplasm, and perinuclear
concentration of mitochondria (arrow) in the center of blastomeres of the control successfully developing F1 embryo; ì — absence of perinuclear concentration
of mitochondria and numerous mitochondrial clusters in the cytoplasm of a BALB/c embryo at late 2-cell stage (preblock); í — large mitochondrial clusters (ar-
row) in the cytoplasm of a BALB/c embryo after a 48 block. à, á — phase contrast, ob. 6.3�, oc. 9�; â, ã, å — Hoechst 33258 staining, ob. 40�, oc. 8�; ä — Pro-

pidium iodide staining, ob. 40�, oc. 8�; ç—ê — MTT staining, ob. 40�, oc. 8�; ë—í — Rhodamine 123 staining, ob. 40�, oc. 8�.



íîé ñòàäèè (46 ÷ ïîñëå èíúåêöèè ÕÃ) íà ïåðèôåðèè íå-
êîòîðûõ ïðîÿäðûøåê èíîãäà îòìå÷àþòñÿ ó÷àñòêè ìåíü-
øåé (ïî ñðàâíåíèþ ñ òåëîì ïðîÿäðûøêà) ýëåêòðîííîé
ïëîòíîñòè, ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé ìåñòà ôîðìèðîâàíèÿ
ôèáðèëëÿðíûõ öåíòðîâ áóäóùåãî ÿäðûøêà.

Ïî äàííûì èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ,
õðîìàòèí ðàñïðåäåëåí ðàâíîìåðíî ïî âñåìó îáúåìó ÿäðà
(ðèñ. 5, à). Ïîâûøåííîå ñîäåðæàíèå çåðåí çîëîòà îòìå-

÷àåòñÿ íàä ìàòåðèàëîì, àññîöèèðîâàííûì ñ ïåðèôåðèåé
ïðîÿäðûøåê. Òàêèì îáðàçîì, äàííûå î ðàñïðåäåëåíèè
ÄÍÊ, ïîëó÷åííûå íà óëüòðàñòðóêòóðíîì óðîâíå, ïîä-
òâåðæäàþò ðåçóëüòàòû ñâåòîîïòè÷åñêèõ íàáëþäåíèé.

Ç à ð î ä û ø è ï î ä â å ð æ å í í î é á ë î ê ó ë è í è è
B A L B / c â ê î í ö å ä â ó õ ê ë å ò î ÷ í î é ñ ò à ä è è
ð à çâ è ò è ÿ (46—48 ÷ î ò â â å ä å í è ÿ Õ Ã, ò à ê í à ç û â à -
åì û é ï ð å ä á ë î ê). 1. Ðàçâèòèå çàðîäûøåé in vitro. Ýì-
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Ðèñ. 2. Îðãàíèçàöèÿ ÿäåð çàðîäûøåé BALB/c â ñîñòîÿíèè «äâóõêëåòî÷íîãî áëîêà in vitro» è óñïåøíî ðàçâèâàþùèõñÿ ýìáðèîíîâ
F1 (CBA/C57B1).

à — êîíòðîëüíûé çàðîäûø F1 íà ïîçäíåé äâóõêëåòî÷íîé ñòàäèè: â ÿäðå âèäíû ìíîãî÷èñëåííûå ìåëêèå ïðîÿäðûøêè (ñòðåëêà) è äèñïåðãèðîâàííûé
õðîìàòèí; á, ã — çàðîäûøè BALB/c, íàõîäèâøèåñÿ 1 ñóò â ñîñòîÿíèè áëîêà: â ÿäðàõ âèäíû 1 êðóïíîå ïðîÿäðûøêî è 1—2 ìåíüøåãî ðàçìåðà; â — çàðî-
äûø CBA/C57B1 (F2) íà âîñüìèêëåòî÷íîé ñòàäèè ðàçâèòèÿ: â ÿäðàõ íàõîäÿòñÿ 1 ÿäðûøêî è äèñïåðãèðîâàííûé õðîìàòèí; ä—æ — ÿäðà çàðîäûøåé
BALB/c, íàõîäèâøèõñÿ â áëîêèðîâàííîì ñîñòîÿíèè 2 ñóò: ä — ÿäðà ñîõðàíèëè ñòðóêòóðíóþ öåëîñòíîñòü, à èõ îðãàíèçàöèÿ àíàëîãè÷íà íàáëþäàåìîé
÷åðåç 1 ñóò ïîñëå îñòàíîâêè ðàçâèòèÿ; å, æ — êîíäåíñàöèÿ õðîìàòèíà ó ÿäåðíîé ìåìáðàíû (ñòðåëêè). nm — ïîëÿðíîå òåëüöå. Ôèêñèðîâàííûå òîòàëü-

íûå ïðåïàðàòû, îêðàøåííûå DAPI . Îá. 40�, 8�.

Fig. 2. Nuclear structure in BALB/c embryos in the state of «2-cell block in vitro» and in F1 (CBA/C57B1) embryos at normal develop-
ment.

à — nuclei of a late 2-cell F1 embryo with numerous small pronucleoli (arrow) and dispersed chromatin; á, â — one large and 1—2 smaller pronucleoli in the nuc-
lei of BALB/c embryos after a 24 h block; ã — one large nucleolus and dispersed chromatin in nuclei of a F1 embryo at 8-cell stage of cleavage; ä—æ — nuclei of
BALB/c embryos after a 48 h block: ä — nuclei with preserved structural integrity morphologically similar to that of the nuclei of embryos after a 24 h block; å,

æ — condensed chromatin near the nuclear membrane (arrows). DAPI stained fixed preparations, ob. 40�, oc. 8�.



Äèíàìèêà ìîðôîôóíêöèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè è æèçíåñïîñîáíîñòü ýìáðèîíîâ 403

Ðèñ. 3. Óëüòðàñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ êîíòðîëüíûõ è áëîêèðîâàííûõ ýìáðèîíîâ ìûøè.

à — ôðàãìåíò öèòîïëàçìû ýìáðèîíà BALB/c íà ïîçäíåé äâóõêëåòî÷íîé ñòàäèè ïðè ðàçâèòèè in vivo; á — ôðàãìåíò öèòîïëàçìû äâóõêëåòî÷íîãî ýìá-
ðèîíà BALB/c, íàõîäÿùåãîñÿ â ñîñòîÿíèè áëîêà â òå÷åíèå 2 ñóò; â — ìèòîõîíäðèè ñ âûðàæåííûìè êðèñòàìè â öèòîïëàçìå áëîêèðîâàííîãî ýìáðèîíà
BALB/c (48 ÷ â ñîñòîÿíèè áëîêà); ã — ôðàãìåíò îêîëîÿäåðíîé öèòîïëàçìû áëîêèðîâàííîãî ýìáðèîíà BALB/c (1 ñóò â áëîêå). Îáðàùàþò íà ñåáÿ âíè-
ìàíèå ñêîïëåíèÿ ìèòîõîíäðèé ñ íåðàçâèòûìè êðèñòàìè è ãðàíóëÿðíûé ìàòåðèàë ìåæäó íèìè (óêàçàí ñòðåëêàìè). Â ÿäðå ìîæíî âèäåòü êëàñòåðû èí-
òåðõðîìàòèíîâûõ ãðàíóë (óêàçàíû ãîëîâêàìè ñòðåëîê). ëâ — ëèïèäíûå âêëþ÷åíèÿ, ì — ìèòîõîíäðèè, ïô — ïðîìåæóòî÷íûå ôèëàìåíòû, ÿ — ÿäðî.

Fig. 3. Ultrastructure of control and blocked mouse embryos.

à — fragment of cytoplasm of developing in vivo BALB/c embryo at late 2-cell stage; á — fragment of cytoplasm of a BALB/c embryo after a 48 h block; â — mi-
tochondria with well developed cristae in the cytoplasm of an embryo after a 48 h block; ã — fragment of perinuclear cytoplasm of a BALB/c embryo after a 24 h
block. Notice groups of mitochondria with immature cristae, and granules between mitochondria (arrows). Clusters of interchromatin granules in the nucleus (ar-

rowheads).



áðèîíû ïðîõîäÿò ïåðâîå äåëåíèå äðîáëåíèÿ â òå æå ñðî-
êè, ÷òî è êîíòðîëüíûå çàðîäûøè (33—35 ÷ îò ââåäåíèÿ
ÕÃ). Îäíàêî âòîðîãî äåëåíèÿ äðîáëåíèÿ íå ïðîèñõîäèò,
è ýìáðèîíû îñòàþòñÿ íà äâóõêëåòî÷íîé ñòàäèè. Ïðåêðà-
òèâøèå ðàçâèòèå çàðîäûøè íå èìåþò âèäèìûõ ìîðôîëî-
ãè÷åñêèõ äåôåêòîâ. Ôîðìà áëàñòîìåðîâ è ðàçìåð çîíû
ñîïðèêîñíîâåíèÿ ñåñòðèíñêèõ áëàñòîìåðîâ ñîîòâåòñòâó-
þò íàáëþäàåìûì ó êîíòðîëüíûõ çàðîäûøåé.

2. Àíàëèç æèçíåñïîñîáíîñòè çàðîäûøåé. 2.1. Òåñò
«æèâîå è ìåðòâîå». Êî âðåìåíè îñòàíîâêè ðàçâèòèÿ
ïëàçìàòè÷åñêèå ìåìáðàíû áëàñòîìåðîâ íåïðîíèöàåìû
äëÿ èîäèñòîãî ïðîïèäèÿ, à èõ ÿäðà èíòåíñèâíî îêðàøè-
âàþòñÿ Õ¸õñòîì 33258. Ìîðôîëîãèÿ ÿäåð æèçíåñïîñîá-
íûõ çàðîäûøåé ñîîòâåòñòâóåò òîé, ÷òî íàáëþäàëè ó êîí-
òðîëüíûõ ýìáðèîíîâ íà ïîçäíåé äâóõêëåòî÷íîé ñòàäèè
ðàçâèòèÿ.

2.2. Ñïîñîáíîñòü ýìáðèîíîâ ê âîññòàíîâëåíèþ MTT.
Áèîâîññòàíîâëåíèå MTT ïðîèñõîäèò òàê æå àêòèâíî, êàê
è ó êîíòðîëüíûõ çàðîäûøåé. Êðèñòàëëû ôîðìàçàíà ðàâ-
íîìåðíî ðàñïðåäåëåíû ïî âñåìó îáúåìó öèòîïëàçìû
áëàñòîìåðîâ.

2.3. Âíóòðèêëåòî÷íîå ðàñïðåäåëåíèå ôóíêöèîíàëüíî
àêòèâíûõ ìèòîõîíäðèé. Öèòîïëàçìà îáèëüíî íàñûùåíà
ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûìè ìèòîõîíäðèÿìè. Îäíàêî îá-
íàðóæåíû ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ âî âíóòðèêëåòî÷íîì
ðàñïðåäåëåíèè îðãàíåëë ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíû-
ìè çàðîäûøàìè. Îòñóòñòâóþò îêîëîÿäåðíûå ñêîïëåíèÿ
ìèòîõîíäðèé (êîëüöà). Ìèòîõîíäðèè ñîáðàíû â ìíî-
ãî÷èñëåííûå ìåëêèå êëàñòåðû, êîòîðûå ó áîëüøèíñòâà
çàðîäûøåé ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåíû â öèòîïëàçìå
(ðèñ. 1, ì).

2.4. Ìîðôîëîãèÿ ÿäåð, íàáëþäàåìàÿ íà ñâåòîîïòè÷å-
ñêîì óðîâíå. Ìîðôîëîãèÿ ÿäåð â ìîìåíò ïðåêðàùåíèÿ
äðîáëåíèÿ ñîîòâåòñòâóåò íàáëþäàåìîé ó êîíòðîëüíûõ
ýìáðèîíîâ â êîíöå äâóõêëåòî÷íîé ñòàäèè ðàçâèòèÿ.

3. Óëüòðàñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ çàðîäûøåé.
Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîå èññëåäîâàíèå íå âûÿâëÿ-

åò îòëè÷èé â óëüòðàñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè çàðîäûøåé
BALB/c ïî îòíîøåíèþ ê êîíòðîëüíûì çàðîäûøàì. Òàê-
æå íå îòìå÷åíî è òåõ îñîáåííîñòåé, êîòîðûå õàðàêòåðíû
äëÿ çàðîäûøåé, äëèòåëüíîå âðåìÿ íàõîäÿùèõñÿ â áëîêè-
ðîâàííîì ñîñòîÿíèè (ñì. äàëåå).

Ä â ó õ ê ë å ò î ÷ í û å ç à ð î ä û ø è B A L B / c, í à õ î-
ä è â ø è å ñ ÿ â á ë î ê è ð î â à í í î ì ñ î ñ ò î ÿ í è è 2 4 è
4 8 ÷. 1. Ðàçâèòèå çàðîäûøåé in vitro. Áëîêèðîâàííûå çà-
ðîäûøè íàáëþäàëè in vitro â òå÷åíèå 2 ñóò ñî âðåìåíè
îñòàíîâêè ðàçâèòèÿ. Áèîëîãè÷åñêèé âîçðàñò çàðîäûøåé,
íàõîäèâøèõñÿ â áëîêå 24 ÷, ñîñòàâëÿåò 72 ÷ îò ââåäåíèÿ
ÕÃ è ñîîòâåòñòâóåò ñòàäèè ìîðóëû íîðìàëüíîãî ðàçâè-
òèÿ. Âîçðàñò çàðîäûøà, áëîêèðîâàííîãî â òå÷åíèå 48 ÷,
ñîñòàâëÿåò 96 ÷ îò ââåäåíèÿ ÕÃ è ñîîòâåòñòâóåò âðåìåíè
êàâèòàöèè ïðè ôîðìèðîâàíèè áëàñòîöèñòû.

×åðåç 24 ÷ ïîñëå îñòàíîâêè äðîáëåíèÿ ó çàðîäûøåé
îòñóòñòâóþò âèäèìûå ïðèçíàêè ãèáåëè è íàðóøåíèÿ
ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè. Îòìå÷åíî èçìåíåíèå ôîðìû
áëàñòîìåðîâ: îíè ïðèîáðåòàþò ïðèïëþñíóòóþ ôîðìó,
ñïëþùèâàíèå ïðîèñõîäèò â íàïðàâëåíèè, ïåðïåíäèêó-
ëÿðíîì ïëîñêîñòè ñîïðèêîñíîâåíèÿ ñåñòðèíñêèõ áëàñòî-
ìåðîâ, è ïëîùàäü ñîïðèêîñíîâåíèÿ áëàñòîìåðîâ óâåëè-
÷èâàåòñÿ (ðèñ. 1, á).

Ýìáðèîíû, íàõîäèâøèåñÿ â áëîêå 48 ÷, ïðè âíåøíåì
îñìîòðå íå îòëè÷àþòñÿ îò çàðîäûøåé ïðåäûäóùåé ãðóïïû.

2. Àíàëèç æèçíåñïîñîáíîñòè çàðîäûøåé. 2. 1. Òåñò
«æèâîå è ìåðòâîå». Çàðîäûøè, íàõîäèâøèåñÿ â ñîñòîÿ-
íèè áëîêà 24 ÷, â ïîäàâëÿþùåì áîëüøèíñòâå íå îêðàøè-
âàþòñÿ èîäèñòûì ïðîïèäèåì, ò. å. èìåþò íåïîâðåæ-
äåííóþ ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó. ßäðà áëàñòîìåðîâ
õîðîøî îêðàøèâàþòñÿ êðàñèòåëåì Õ¸õñòîì 33258, èìå-
þò áëèçêóþ ê îêðóãëîé ôîðìó, íå ôðàãìåíòèðîâàíû.
Ñðåäè çàðîäûøåé, êîòîðûå ïðîâåëè â áëîêå 2 ñóò, ñîõðà-
íÿþò öåëîñòíîñòü ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû áîëåå ïî-
ëîâèíû.

Ñîñòîÿíèå ÿäåð ó òàêèõ çàðîäûøåé áûëî ðàçëè÷íûì:
îíè ëèáî ñîäåðæàò ïðîÿäðûøêè è äèñïåðãèðîâàííûé

404 Í. À. Áîãîëþáîâà, È. Î. Áîãîëþáîâà

Ðèñ. 4. Óëüòðàñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ çîíû ìåæáëàñòîìåðíîãî êîíòàêòà (ïîêàçàíà ñòðåëêàìè) ó êîíòðîëüíûõ è áëîêèðîâàííûõ
çàðîäûøåé BALB/c.

à — êîíòðîëüíûé ýìáðèîí íà ïîçäíåé äâóõêëåòî÷íîé ñòàäèè; á — ýìáðèîí, íàõîäÿùèéñÿ â áëîêå 1 ñóò; â — ýìáðèîí, íàõîäÿùèéñÿ â áëîêå 2 ñóò. ìâ —
ìèêðîâîðñèíêè; îñòàëüíûå îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 3.

Fig. 4. Ultrastructure of the interblastomere contact area (arrows) in control and blocked BALB/c embryos.

à — a late 2-cell control embryo; á — an embryo after a 24 h block; â — an embryo after a 48 h block.



õðîìàòèí (ðèñ. 1, ã), ëèáî äåìîíñòðèðóþò êîíäåíñàöèþ
õðîìàòèíà è åãî ïåðåðàñïðåäåëåíèå ñ ëîêàëèçàöèåé
âáëèçè ÿäåðíîé ìåìáðàíû (ðèñ. 1, å). Ýìáðèîíû, ÿäðà
êîòîðûõ îêðàñèëèñü èîäèñòûì ïðîïèäèåì, äåìîíñòðè-
ðóþò òàêæå è ÿðêîå ãîëóáîå ñâå÷åíèå öèòîïëàçìû, îáó-
ñëîâëåííîå âûñîêîé êîíöåíòðàöèåé â íåé êðàñèòåëÿ
Õ¸õñòà 33258. Ýòà êàðòèíà ñâèäåòåëüñòâóåò î íåèçáèðà-
òåëüíîé ïðîíèöàåìîñòè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû, ò. å.
î ãèáåëè çàðîäûøåé. Ó ýìáðèîíîâ ýòîé ãðóïïû ìû íà-
áëþäàëè íå òîëüêî ïèêíîòè÷åñêèå ÿäðà, íî è ÿäðà ñ õðî-
ìàòèíîì, êîíäåíñèðîâàííûì íà ÿäåðíîé ìåìáðàíå
(ðèñ. 1, ä).

2.2. Ñïîñîáíîñòü ýìáðèîíîâ ê âîññòàíîâëåíèþ MTT.
Çàðîäûøè ñîõðàíÿþò ñïîñîáíîñòü ê âîññòàíîâëåíèþ
MTT âïëîòü äî îêîí÷àíèÿ ñðîêà íàáëþäåíèÿ ÷åðåç 2 ñóò
îò ìîìåíòà áëîêèðîâàíèÿ ðàçâèòèÿ. Îäíàêî åñëè ó áëî-
êèðîâàííûõ â òå÷åíèå 1 ñóò çàðîäûøåé âåñü îáúåì öèòî-
ïëàçìû áëàñòîìåðîâ ðàâíîìåðíî çàïîëíåí êðèñòàëëàìè
ôîðìàçàíà (ðèñ. 1, è), òî ó çàðîäûøåé, áëîêèðîâàííûõ
â òå÷åíèå 2 ñóò, öèòîïëàçìà íå ñòîëü îáèëüíî íàñûùå-
íà èìè è îòìå÷àþòñÿ çîíû, ñâîáîäíûå îò êðèñòàëëîâ

(ðèñ. 1, ê). Â öèòîïëàçìå ïîãèáøèõ çàðîäûøåé ôîðìàçàí
íå îáðàçóåòñÿ.

2.3. Âíóòðèêëåòî÷íîå ðàñïðåäåëåíèå ôóíêöèîíàëüíî
àêòèâíûõ ìèòîõîíäðèé. Ôóíêöèîíàëüíàÿ àêòèâíîñòü ìè-
òîõîíäðèé ñîõðàíÿåòñÿ ó ýìáðèîíîâ äî îêîí÷àíèÿ ñðîêà
íàáëþäåíèÿ, ò. å. ñâûøå 48 ÷ îò ìîìåíòà îñòàíîâêè äðîá-
ëåíèÿ. Ïî ñïîñîáíîñòè ýìáðèîíîâ ê àêêóìóëÿöèè ðîäà-
ìèíà 123 çàðîäûøåé ìîæíî áûëî ðàçäåëèòü íà æèçíå-
ñïîñîáíûõ è ãèáíóùèõ. Â öèòîïëàçìå ãèáíóùèõ ýìáðèî-
íîâ ìîæíî áûëî íàáëþäàòü ëèøü íåáîëüøèå ãðóïïû
ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûõ ìèòîõîíäðèé, â ìåðòâûõ çàðî-
äûøàõ ñâå÷åíèå öèòîïëàçìû îòñóòñòâîâàëî.

Ó æèçíåñïîñîáíûõ çàðîäûøåé, íàõîäèâøèõñÿ â áëî-
êå 24 ÷, ìèòîõîíäðèè ñîáðàíû â ìíîãî÷èñëåííûå ìåëêèå
êëàñòåðû, êîòîðûå ìîãóò áûòü ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëå-
íû â öèòîïëàçìå èëè æå ñêîíöåíòðèðîâàíû ïîä ïëàçìà-
òè÷åñêîé ìåìáðàíîé èëè â çîíå ñîïðèêîñíîâåíèÿ ñåñò-
ðèíñêèõ áëàñòîìåðîâ. Áëîêèðîâàííûå çàðîäûøè, ñîõðà-
íèâøèå ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ìèòîõîíäðèé ÷åðåç
48 ÷ ïîñëå îñòàíîâêè äðîáëåíèÿ, äåìîíñòðèðîâàëè äâà
âàðèàíòà èõ ëîêàëèçàöèè. Çàðîäûøè ïåðâîé ãðóïïû èìå-

Äèíàìèêà ìîðôîôóíêöèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè è æèçíåñïîñîáíîñòü ýìáðèîíîâ 405

Ðèñ. 5. Ðàñïðåäåëåíèå ÄÍÊ â ÿäðàõ êîíòðîëüíûõ è áëîêèðîâàííûõ çàðîäûøåé BALB/c.

à — ôðàãìåíò ÿäðà êîíòðîëüíîãî çàðîäûøà, çåðíà çîëîòà ðàñïîëîæåíû âîêðóã ïðîÿäðûøêà è â öåíòðàëüíîé ÷àñòè ÿäðà; á — öåíòðàëüíàÿ ÷àñòü ÿäðà
áëîêèðîâàííîãî çàðîäûøà (2 ñóò â áëîêå), ñîõðàíÿåòñÿ ìå÷åíèå, àññîöèèðîâàííîå ñ ïåðèôåðè÷åñêîé ÷àñòüþ ïðîÿäðûøêà; â — ïåðèôåðè÷åñêàÿ ÷àñòü

ÿäðà áëîêèðîâàííîãî çàðîäûøà (2 ñóò â áëîêå), îòìå÷àþòñÿ ýëåêòðîííî-ïëîòíûå áëîêè êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà (ñòðåëêè).

Fig. 5. Intranuclear DNA distribution in control and blocked BALB/c embryos.

à — fragment of the nucleus of a control embryo; gold particles located around a pronucleolus and in the central part of the nucleus; á — central part of the nucleus
of a blocked embryo (after a 2-day block). Labeling associated with pronucleolar periphery is retained; â — peripheral part of the nucleus of a blocked embryo (af-

ter a 2-day block). Notice electron dense aggregated of condensed chromatin in this part of the nucleus.



ëè â öèòîïëàçìå ìíîãî÷èñëåííûå êëàñòåðû ìèòîõîíä-
ðèé, ðàñïðåäåëåííûå ðàâíîìåðíî ïî âñåìó îáúåìó êëå-
òîê. Ýòîò âàðèàíò ëîêàëèçàöèè ìèòîõîíäðèé áûë èäåí-
òè÷åí íàáëþäàåìîìó ó çàðîäûøåé, áëîêèðîâàííûõ â
òå÷åíèå 24 ÷. Â öèòîïëàçìå ýìáðèîíîâ âòîðîé ãðóïïû
áûëè âèäíû êðóïíûå êëàñòåðû ìèòîõîíäðèé. Ýòè êëàñ-
òåðû ðàñïîëàãàëèñü ïðåèìóùåñòâåííî âáëèçè ïëàçìàòè-
÷åñêèõ ìåìáðàí è â çîíå ïðèëåãàíèÿ ñåñòðèíñêèõ áëàñ-
òîìåðîâ (ðèñ. 1, í).

2.4. Ìîðôîëîãèÿ ÿäåð, íàáëþäàåìàÿ íà ñâåòîîïòè÷å-
ñêîì óðîâíå. Îêðàøåííûå DAPI ÿäðà çàðîäûøåé, íàõî-
äèâøèõñÿ â áëîêå 24 ÷, ñîäåðæàò 1—5 ïðîÿäðûøåê íà
ÿäðî è äèñïåðãèðîâàííûé õðîìàòèí. Êàæäîå ÿäðî ìîãëî
ñîäåðæàòü ïðîÿäðûøêè êðóïíîãî è ìàëîãî ðàçìåðîâ â
ðàçíûõ ñî÷åòàíèÿõ. Íàèáîëåå ÷àñòî âñòðå÷àëñÿ âàðèàíò,
êîãäà 1 êðóïíîå ïðîÿäðûøêî ñîñåäñòâîâàëî ñ 1—2 ìàëå-
íüêèìè (ðèñ. 2, â, ã). Ôîðìà ÿäåð áûëà áëèçêà ê îêðóãëîé.
Ó áëîêèðîâàííûõ çàðîäûøåé, ñîõðàíèâøèõ æèçíåñïî-
ñîáíîñòü ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå îñòàíîâêè äðîáëåíèÿ, ÿäðà ÷à-
ñòî èìåþò ñòðóêòóðó, àíàëîãè÷íóþ îïèñàííîé äëÿ çàðî-
äûøåé, íàõîäèâøèõñÿ â áëîêå â òå÷åíèå 1 ñóò (ðèñ. 2, ä).
Âòîðûì âàðèàíòîì îðãàíèçàöèè ÿäåð ÿâëÿåòñÿ îò÷åòëèâî
âûðàæåííàÿ êîíäåíñàöèÿ õðîìàòèíà âáëèçè ÿäåðíîé
ìåìáðàíû (ðèñ. 2, à, æ). Ôðàãìåíòàöèè ÿäåð ó çàðîäû-
øåé, íàõîäèâøèõñÿ â áëîêå 48 ÷, ìû íå íàáëþäàëè.

3. Óëüòðàñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ çàðîäûøåé. Öè-
òîïëàçìà áëîêèðîâàííûõ çàðîäûøåé íà ýëåêòðîííî-ìèê-
ðîñêîïè÷åñêîì óðîâíå íå äåìîíñòðèðóåò ñóùåñòâåííûõ
ïðèçíàêîâ äåãåíåðàöèè, îäíàêî áëîêèðîâàííûå çàðîäû-
øè îáëàäàþò íåêîòîðûìè õàðàêòåðíûìè ÷åðòàìè ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè çàðîäûøàìè. Îáðàùàåò íà
ñåáÿ âíèìàíèå íàëè÷èå â áëàñòîìåðàõ ïîëîñòåé, èíîãäà
äîñòèãàþùèõ çíà÷èòåëüíûõ ðàçìåðîâ. Ìèòîõîíäðèè â
öèòîïëàçìå áëîêèðîâàííûõ çàðîäûøåé ðàñïîëàãàþòñÿ
íåáîëüøèìè ãðóïïàìè, ïðè÷åì âîçðàñòàåò èõ êîëè÷åñòâî
â ïåðèôåðè÷åñêîé çîíå öèòîïëàçìû. Ñîõðàíÿþòñÿ ñêîï-
ëåíèÿ ìèòîõîíäðèé îêîëî ÿäðà, çà÷àñòóþ îíè îêðóæåíû
ãðàíóëÿðíûì ìàòåðèàëîì, íèêîãäà íå íàáëþäàåìûì ó
êîíòðîëüíûõ çàðîäûøåé (ðèñ. 3, á, â). Âûÿñíåíèå ïðèðî-
äû ïîäîáíûõ ãðàíóë òðåáóåò äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé
ñ ïðèìåíåíèåì èììóíîöèòîõèìè÷åñêèõ ìåòîäèê. Íå-
ñìîòðÿ íà òî ÷òî áèîëîãè÷åñêèé âîçðàñò çàðîäûøåé â ñî-
ñòîÿíèè áëîêà äîñòèãàåò 96 ÷, ò. å. ñîîòâåòñòâóåò ñòàäèè
áëàñòîöèñòû, â öèòîïëàçìå ïðèñóòñòâîâàëè ìèòîõîíä-
ðèè ñ íåäîñòàòî÷íî ðàçâèòûìè êðèñòàìè (ðèñ. 3, â). Ìè-
òîõîíäðèè ñ õîðîøî ðàçâèòûìè êðèñòàìè, õàðàêòåðíûìè
äëÿ ýìáðèîíîâ äàííîãî áèîëîãè÷åñêîãî âîçðàñòà, òàêæå
âñòðå÷àëèñü, íî äîñòàòî÷íî ðåäêî (ðèñ. 3, ã). Ó áëîêèðî-
âàííûõ çàðîäûøåé îòìå÷àåòñÿ óâåëè÷åíèå ïëîùàäè ñî-
ïðèêîñíîâåíèÿ ìåìáðàí ñåñòðèíñêèõ áëàñòîìåðîâ. Â íå-
êîòîðûõ ñëó÷àÿõ ó áëîêèðîâàííûõ çàðîäûøåé â îáëàñòè
ìåæáëàñòîìåðíîãî êîíòàêòà îòñóòñòâóþò ìèêðîâîðñèí-
êè è ìåìáðàíû ñîñåäíèõ áëàñòîìåðîâ ïëîòíî ïðèëåãàþò
äðóã ê äðóãó (ðèñ. 4, â). Êëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ òèïà äåñ-
ìîñîì, õàðàêòåðíûõ äëÿ êîíòðîëüíûõ çàðîäûøåé äàííî-
ãî áèîëîãè÷åñêîãî âîçðàñòà, ó áëîêèðîâàííûõ çàðîäû-
øåé íàìè îáíàðóæåíî íå áûëî. Ó âñåõ áëîêèðîâàííûõ
çàðîäûøåé îòìå÷àåòñÿ ñíèæåíèå ñîäåðæàíèÿ ïðîìåæó-
òî÷íûõ ôèëàìåíòîâ â îáëàñòè êîíòàêòà áëàñòîìåðîâ, à â
íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ îòìå÷àåòñÿ òàêæå è óìåíüøåíèå ñî-
äåðæàíèÿ ìèòîõîíäðèé â ýòîé îáëàñòè.

Ïî ðåçóëüòàòàì èììóíîýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè, â
ÿäðàõ áëîêèðîâàííûõ çàðîäûøåé ïðîèñõîäèò ñóùåñò-
âåííîå ïåðåðàñïðåäåëåíèå õðîìàòèíà. Íàáëþäàåòñÿ îò-
÷åòëèâàÿ òåíäåíöèÿ êîíäåíñàöèè õðîìàòèíà ïî ïåðèôå-

ðèè ÿäåð ñ îáðàçîâàíèåì îòäåëüíûõ ýëåêòðîííî-ïëîòíûõ
áëîêîâ (ðèñ. 5, â). Íàðÿäó ñ ýòèì ñîõðàíÿåòñÿ àññîöèàöèÿ
ÄÍÊ-ñîäåðæàùåãî ìàòåðèàëà ñ ïåðèôåðèåé ïðîÿäðûøåê
(ðèñ. 5, á).

Îáñóæäåíèå

Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî çàðî-
äûøè áëîêèðóþùåéñÿ ëèíèè BALB/c, êóëüòèâèðóåìûå â
ñðåäå M3 ñî ñòàäèè çèãîòû, ïîäõîäÿò ê ìîìåíòó áëîêè-
ðîâàíèÿ ðàçâèòèÿ æèçíåñïîñîáíûìè. Ïî òàêèì ïàðàìåò-
ðàì, êàê ôóíêöèîíàëüíàÿ àêòèâíîñòü ìèòîõîíäðèé è ìå-
òàáîëè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü, èíäèêàòîðîì êîòîðîé ÿâëÿåòñÿ
àêòèâíîñòü îêñèäîðåäóêòàç, îíè íå îòëè÷àþòñÿ îò êîíò-
ðîëüíûõ ãèáðèäíûõ çàðîäûøåé. Çàðîäûøè BALB/c èìå-
þò èíòàêòíûå ïëàçìàòè÷åñêèå ìåìáðàíû è íîðìàëüíóþ
ìîðôîëîãèþ ÿäåð. Èõ óëüòðàñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ
ñîîòâåòñòâóåò òèïè÷íîé äëÿ çàðîäûøåé äâóõêëåòî÷íîé
ñòàäèè ðàçâèòèÿ.

Âìåñòå ñ òåì âíóòðèêëåòî÷íîå ðàñïðåäåëåíèå ìèòî-
õîíäðèé ó çàðîäûøåé áëîêèðóþùåãîñÿ ãåíîòèïà óæå ïå-
ðåä âñòóïëåíèåì â áëîê îòëè÷àåòñÿ îò íàáëþäàåìîãî ó
ãèáðèäíûõ ýìáðèîíîâ. Îòñóòñòâèå ïåðèíóêëåàðíîé êîí-
öåíòðàöèè ìèòîõîíäðèé, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ ìîðôîëîãè÷å-
ñêèì ïðèçíàêîì êîìïåòåíòíûõ ê ðàçâèòèþ äâóõêëåòî÷-
íûõ çàðîäûøåé (Bavister, Squirell, 2000), óêàçûâàåò íà
ñíèæåíèå ñïîñîáíîñòè ê ðàçâèòèþ ó çàðîäûøåé, ïîäâåð-
æåííûõ «äâóõêëåòî÷íîìó áëîêó in vitro», çàäîëãî äî
îñòàíîâêè èõ äðîáëåíèÿ.

Ìû èìåëè âîçìîæíîñòü ïðîñëåäèòü èçìåíåíèÿ â ñî-
ñòîÿíèè çàðîäûøåé ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ èõ âîçðàñòà è
ïåðèîäà âðåìåíè, ïðîâåäåííîãî â áëîêèðîâàííîì ñîñòî-
ÿíèè. Ïðè ýòîì àíàëèçèðîâàëè ñîñòîÿíèå òåõ ýìáðèîíîâ,
êîòîðûå íå èìåëè âèäèìûõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ äåôåêòîâ.

Â òå÷åíèå ïåðâûõ 24 ÷, ïðîâåäåííûõ â ñîñòîÿíèè
«äâóõêëåòî÷íîãî áëîêà in vitro», ýìáðèîíû ïðîäîëæàëè
îñòàâàòüñÿ æèâûìè. Â ýòîò ïåðèîä ìû íàáëþäàëè èçìå-
íåíèÿ ìîðôîëîãèè ýìáðèîíîâ, êîòîðûå ìîãóò áûòü ïðî-
ÿâëåíèåì ÷àñòè÷íîé ðåàëèçàöèè ïðîãðàììû ýìáðèî-
íàëüíîãî ðàçâèòèÿ, à èìåííî èçìåíåíèå ôîðìû áëàñòî-
ìåðîâ è ÿäåðíîé îðãàíèçàöèè ýìáðèîíîâ. Ïðîèñõîäèò
ïîñòåïåííîå óïëîùåíèå áëàñòîìåðîâ, àíàëîãè÷íîå îïè-
ñàííîìó ðàíåå (Goddart, Pratt, 1983), ñ îäíîâðåìåííûì
óâåëè÷åíèåì ïëîùàäè ñîïðèêîñíîâåíèÿ ñåñòðèíñêèõ
áëàñòîìåðîâ, ÷òî áûëî ïîäòâåðæäåíî è íà óëüòðàñòðóê-
òóðíîì óðîâíå. Ýòè èçìåíåíèÿ íàïîìèíàþò íàáëþäàå-
ìûå â ïðîöåññå êîìïàêòèçàöèè âîñüìèêëåòî÷íûõ ýìáðè-
îíîâ, èìåþùèõ âîçðàñò 60—66 ÷ îò ââåäåíèÿ ÕÃ (Fle-
ming, Johnson, 1988). Îäíàêî ìàðêåðíûõ ñîáûòèé êîì-
ïàêòèçàöèè — ôîðìèðîâàíèÿ äåñìîñîì è ïîëÿðèçàöèè
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû — â áëîêå íå ïðîèñõîäèò.

Â ÿäðàõ áëîêèðîâàííûõ çàðîäûøåé óìåíüøàåòñÿ êî-
ëè÷åñòâî ïðîÿäðûøåê. Ôîðìèðóåòñÿ, êàê ïðàâèëî, îäíî
áîëåå êðóïíîå ïðîÿäðûøêî, êîòîðîå ìîæåò ñîñåäñòâî-
âàòü ñ îäíèì èëè íåñêîëüêèìè ìåíüøåãî ðàçìåðà. Â ðå-
çóëüòàòå îðãàíèçàöèÿ ÿäåð áëîêèðîâàííûõ ýìáðèîíîâ
ïðèîáðåòàåò ÷åðòû ñõîäñòâà ñ òîé, ÷òî íàáëþäàþò ó âî-
ñüìèêëåòî÷íûõ çàðîäûøåé (ðèñ. 2, â) (Hillman, Taska,
1969). Âìåñòå ñ òåì è íàøè íàáëþäåíèÿ ïîäòâåðæäàþò
ðàíåå ïîëó÷åííûå äàííûå î òîì, ÷òî îäíîãî èç êëþ÷å-
âûõ èçìåíåíèé ÿäåðíîé îðãàíèçàöèè íà íà÷àëüíûõ ñòà-
äèÿõ äðîáëåíèÿ — ôîðìèðîâàíèÿ ôóíêöèîíàëüíî àêòèâ-
íîãî ÿäðûøêà (Geuskens, Alexandre, 1984) — ó áëîêèðî-
âàííûõ ýìáðèîíîâ íå ïðîèñõîäèò (Goddart, Pratt, 1983).
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Â ãðóïïå ýìáðèîíîâ, ïðîâåäøèõ â áëîêèðîâàííîì
ñîñòîÿíèè 48 ÷, çàðîäûøè èìåþò ðàçíóþ æèçíåñïîñîá-
íîñòü. Ìíîãèå èç íèõ ê ýòîìó âðåìåíè ïîãèáàþò. Ó òà-
êèõ ýìáðèîíîâ íàðóøàåòñÿ öåëîñòíîñòü ÿäåðíîé ìåìá-
ðàíû, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î íåêðîòè÷åñêîé ãèáåëè
êëåòîê (Van Cruchten, Van Den Broeck, 2002), íî ôðàã-
ìåíòàöèè öèòîïëàçìû è ÿäåð ìû íå íàáëþäàëè. Â îòäå-
ëüíûõ ÿäðàõ áûëà õîðîøî âûðàæåíà êîíäåíñàöèÿ õðîìà-
òèíà âáëèçè ÿäåðíîé ìåìáðàíû. ßäðà ñ ïîäîáíûì ðàñ-
ïðåäåëåíèåì õðîìàòèíà ðàíåå íàáëþäàëè â ïðåòåðïåâà-
þùèõ àïîïòîç êëåòêàõ áëàñòîöèñòû ÷åëîâåêà (Hardy,
1999). Òàêàÿ ïðîòèâîðå÷èâàÿ êàðòèíà ìîæåò îòðàæàòü
âèäîâûå îñîáåííîñòè ýìáðèîíîâ ìûøè. Èçâåñòíî, ÷òî â
îòëè÷èå îò ïîãèáøèõ ýìáðèîíîâ ÷åëîâåêà, ãäå íàáëþäà-
þò ôðàãìåíòàöèþ ÿäðà, ó ìûøè ñóáîïòèìàëüíûå óñëî-
âèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ âûçûâàþò ïðåêðàùåíèå ðàçâèòèÿ
íà äâóõêëåòî÷íîé ñòàäèè áåç âûðàæåííûõ íàðóøåíèé
ìîðôîëîãèè ÿäðà (Winston, Johnson, 1992). Íå õàðàêòåð-
íà äëÿ ýìáðèîíîâ ìûøè è èíòåíñèâíàÿ ôðàãìåíòàöèÿ
öèòîïëàçìû, î÷åíü ÷àñòî âñòðå÷àåìàÿ ó íåæèçíåñïîñîá-
íûõ ýìáðèîíîâ ÷åëîâåêà (Antczak, Van Blercom, 1999).

Áîëåå ïîëîâèíû èññëåäîâàííûõ íàìè ÷åðåç 2 ñóò ïî-
ñëå îñòàíîâêè ðàçâèòèÿ çàðîäûøåé ñîõðàíÿþò öåëîñò-
íîñòü ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû, à òàêæå ìåòàáîëè÷å-
ñêóþ àêòèâíîñòü, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóåò íàëè÷èå ôóíê-
öèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ìèòîõîíäðèé è êëåòî÷íûõ îêñè-
äîðåäóêòàç. Îðãàíèçàöèÿ ÿäåð â áîëüøèíñòâå áëàñòîìå-
ðîâ àíàëîãè÷íà òîé, ÷òî ìû íàáëþäàëè ó ýìáðèîíîâ, íà-
õîäèâøèõñÿ â áëîêå 24 ÷. Òàêèå ãëóáîêî áëîêèðîâàííûå
çàðîäûøè ïî ñîâîêóïíîñòè âûáðàííûõ íàìè êðèòåðèåâ
àíàëèçà äîëæíû áûòü ïðèçíàíû æèâûìè. Îäíàêî â ÿäðàõ
çàðîäûøåé ýòîé ãðóïïû ìû íåîäíîêðàòíî íàáëþäàëè
êîíäåíñàöèþ õðîìàòèíà îêîëî ÿäåðíîé ìåìáðàíû, ÷òî
áûëî ïîêàçàíî êàê â õîäå ïðèæèçíåííûõ íàáëþäåíèé,
òàê è ïðè àíàëèçå ôèêñèðîâàííûõ, îêðàøåííûõ DAPI
ÿäåð, à òàêæå ïðè èñïîëüçîâàíèè èììóíîýëåêòðîííîé
ìèêðîñêîïèè. Ïîäîáíîå èçìåíåíèå îðãàíèçàöèè ÿäðà ìî-
æåò áûòü ðàñöåíåíî êàê ðàííåå ìîðôîëîãè÷åñêîå ñîáû-
òèå àïîïòîçà (Van Cruchten, Van Den Broeck, 2002), êàê è
ïîÿâëåíèå ïîëîñòåé â öèòîïëàçìå áëàñòîìåðîâ, îáíàðó-
æåííûõ ïðè óëüòðàñòðóêòóðíîì èññëåäîâàíèè. Ïîõîæèå
âàêóîëè íàáëþäàëè â ïðåòåðïåâàþùèõ àïîïòîç êëåòêàõ
ïðåäûìïëàíòàöèîííûõ ýìáðèîíîâ ÷åëîâåêà (Hardy,
1999).

Îáðàùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå ñîõðàíåíèå çàðîäûøàìè
â ãëóáîêîì áëîêå ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ìèòîõîí-
äðèé, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóåò ñïîñîáíîñòü îðãàíåëë àêêó-
ìóëèðîâàòü ðîäàìèí 123. Çäåñü ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â
ýìáðèîãåíåçå ìûøè ó äâóõêëåòî÷íûõ çàðîäûøåé ìèòî-
õîíäðèè ÿâëÿþòñÿ ìîðôîëîãè÷åñêè íåçðåëûìè è ôóíê-
öèîíàëüíî ìàëîàêòèâíûìè. Òàêèå îðãàíåëëû èìåþò
îêðóãëóþ ôîðìó è â íèõ îòñóòñòâóþò êðèñòû (Calarco,
Bromn, 1969). Ñîçðåâàíèå è ïðèîáðåòåíèå ïîëíîé ìåòà-
áîëè÷åñêîé àêòèâíîñòè ó ìèòîõîíäðèé ïðîèñõîäèò ëèøü
íà ñòàäèÿõ ìîðóëû è áëàñòîöèñòû (Ducibella, Anderson,
1975). Íà 4—8-êëåòî÷íûõ ñòàäèÿõ â çàðîäûøå íàõîäèòñÿ
ñìåøàííàÿ ïîïóëÿöèÿ, ãäå ÷àñòü îðãàíåëë ÿâëÿåòñÿ íå-
çðåëîé, à îñòàëüíûå ïîñòåïåííî ïðèîáðåòàþò äåôèíè-
òèâíóþ ñòðóêòóðó è èíòåíñèâíûé ýíåðãåòè÷åñêèé ìåòà-
áîëèçì. Èçâåñòíî, ÷òî â áëîêèðîâàííûõ çàðîäûøàõ íå
ïðîèñõîäèò ïîëíîöåííîãî ñîçðåâàíèÿ ìèòîõîíäðèé (God-
dart, Pratt, 1983), íî íàìè áûëè îáíàðóæåíû îðãàíåëëû
ïðîìåæóòî÷íûõ ñòàäèé ñîçðåâàíèÿ — îâàëüíîé ôîðìû è
ñ âûðàæåííûìè êðèñòàìè. Âîçìîæíî, ìû íàáëþäàëè
åùå îäíî ïðîÿâëåíèå ÷àñòè÷íîé ðåàëèçàöèè áëîêèðîâàí-

íûìè çàðîäûøàìè ïðîãðàììû äîèìïëàíòàöèîííîãî ðàç-
âèòèÿ.

Òðåáóåò âíèìàòåëüíîãî èçó÷åíèÿ ïðèðîäà ãðàíóëÿð-
íîãî ìàòåðèàëà, êîòîðûé àññîöèèðîâàí ñ îêîëîÿäåðíû-
ìè êëàñòåðàìè ìèòîõîíäðèé â áëîêèðîâàííûõ ýìáðèî-
íàõ. Â îïóáëèêîâàííûõ ðàáîòàõ êàêèå-ëèáî äàííûå î ïî-
äîáíûõ ñòðóêòóðàõ îòñóòñòâóþò.

Ñåãîäíÿ îäíîé èç îñíîâíûõ ãèïîòåç î ïðè÷èíàõ âîç-
íèêíîâåíèÿ áëîêà ÿâëÿåòñÿ ãèïîòåçà î äåéñòâèè íà çàðî-
äûø îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâà-
íèÿ (Nasr-Esfahani et al., 1990). Â ìîäåëüíîé ñèñòåìå —
êóëüòóðå ìûøèíûõ çèãîò, ïîäâåðãíóòûõ äåéñòâèþ íåâû-
ñîêîé êîíöåíòðàöèè ïåðåêèñè âîäîðîäà (Liu et al., 2000),
áûëè ïîêàçàíû ìîðôîëîãè÷åñêèå íàðóøåíèÿ â ñòðóêòóðå
ìèòîõîíäðèé — èõ ðàçáóõàíèå, óâåëè÷åíèå âíóòðåííåé
ïîëîñòè. Ó çàðîäûøåé â ñîñòîÿíèè «äâóõêëåòî÷íîãî
áëîêà in vitro» ìû íå íàáëþäàëè ñõîäíûõ íàðóøåíèé,
õîòÿ íå èñêëþ÷åíî, ÷òî îíè íå óñïåëè ïðîèçîéòè â òå÷å-
íèå âûáðàííîãî íàìè ñðîêà íàáëþäåíèÿ.

Ïðèâåäåííûå íàìè äàííûå î ìîðôîëîãè÷åñêèõ ïðè-
çíàêàõ àïîïòîçà ó ýìáðèîíîâ â ñîñòîÿíèè «äâóõêëåòî÷-
íîãî áëîêà in vitro» ÿâëÿþòñÿ ïðåäâàðèòåëüíûìè è òðå-
áóþò ïîäòâåðæäåíèÿ ïðè ïîìîùè öèòîõèìè÷åñêèõ ìåòî-
äîâ âûÿâëåíèÿ àïîïòîçà (Willingham, 1999). Â íàñòîÿùåå
âðåìÿ èçó÷åíèå àïîïòîçà è åãî áèîëîãè÷åñêîé ðîëè íà
äîèìïëàíòàöèîííîì ýòàïå ðàçâèòèÿ òîëüêî íà÷èíàåòñÿ,
è â ñâÿçè ñ ýòèì çàðîäûøè â ñîñòîÿíèè «äâóõêëåòî÷íîãî
áëîêà in vitro» ìîãóò îêàçàòüñÿ ïîëåçíîé ýêñïåðèìåíòà-
ëüíîé ìîäåëüþ. Àïîïòîç â òàêèõ ýìáðèîíàõ äîëæåí
èìåòü ðÿä îñîáåííîñòåé, òàê êàê áóäåò ïðîõîäèòü íà
ôîíå ñòðóêòóðíîé è ìåòàáîëè÷åñêîé íåçðåëîñòè äâóõ-
êëåòî÷íîãî çàðîäûøà.

Îáîáùàÿ ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííûõ íàìè íàáëþäå-
íèé, ìîæíî óòâåðæäàòü, ÷òî çàðîäûøè áëîêèðóþùåéñÿ
ëèíèè BALB/c ê ìîìåíòó îñòàíîâêè èõ ðàçâèòèÿ îòëè÷à-
þòñÿ ñ òî÷êè çðåíèÿ ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè îò ãèá-
ðèäíûõ çàðîäûøåé òîãî æå âîçðàñòà. Ïîñëå áëîêèðîâà-
íèÿ ðàçâèòèÿ ýìáðèîíû îñòàþòñÿ æèçíåñïîñîáíûìè â
òå÷åíèå 24 ÷, è â ýòîò ïåðèîä âðåìåíè ó íèõ áûëè îòìå-
÷åíû ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ, ñõîäíûå ñ òåìè, ÷òî
ïðîèñõîäÿò íà 4—8-êëåòî÷íîé ñòàäèè ó íîðìàëüíî ðàç-
âèâàþùèõñÿ çàðîäûøåé. ×åðåç 2 ñóò ïîñëå áëîêèðîâà-
íèÿ ÷àñòü ýìáðèîíîâ ãèáíåò, äåìîíñòðèðóÿ ïðèçíàêè íå-
êðîçà, à îñòàëüíûå, âîçìîæíî, íàõîäÿòñÿ â ïðîöåññå ïðî-
ãðàììèðóåìîé êëåòî÷íîé ãèáåëè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
02-04-49723).
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DYNAMICS OF MORPHOFUNCTIONAL ORGANIZATION AND DEVELOPMENTAL POTENTIAL
OF MOUSE EMBRYOS IN THE STATE OF «TWO-CELL BLOCK IN VITRO»

N. A. Bogolyubova, I. O. Bogolyubova

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg; e-mail: ibogol@yahoo.com.

Vital observation in combination with electron microscopy and immunocytochemistry was used for study-
ing structural organization and developmental potential of BALB/c mouse embryos after cleavage cessation at a
two cell stage caused by the «two-cell block in vitro» phenomenon. Modification of structure and viability of
embryos was followed for 2 days from the time of cleavage arrest. Several hours before cleavage arrest, changes
in mitochondrian distribution were noticed in embryos, no other disturbances in structural organization of blas-
tomeres being obvious. Embryos, whose development was arrested for 24 h, remained viable and demonstrated
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some morphological changes similar to those seen in normally developing embryos of the same age. Towards
the end of a 48 h block period some embryos died, the surviving embryos remained morphologically intact and
metabolically active. At the same time, the nuclei of the latter frequently displayed chromatin condensation near
the nuclear membrane, which is similar to the pattern of chromatin reorganization in the nuclei of early apopto-
tic cells. Our results support a concept on the «two-cell block in vitro» phenomenon as a specific functional state
of embryos, and well compare with data on a partial realization by blocked embryos of the developmental pro-
gram.

K e y w o r d s: mouse embryos, preimplantation development, «two-cell block in vitro», developmental po-
tential, ultrastructural organization.
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