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В последние годы все более актуальной становится 
проблема сохранения генетических ресурсов сель-
скохозяйственных животных с целью дальнейшего 

повышения их биоразнообразия. В связи с этим, крио-
консервация остается одним из значимых подходов к ее 
решению. Один из методов долговременного сохранения 
половых и соматических клеток сельскохозяйственных 
животных – витрификация. Воздействие сверхнизких 
температур провоцирует повреждение клеточных ком-
партментов кристаллами льда в процессе перепадов 
температур; изменение градиента осмолярности между 
клеткой и внешней средой, оксидативный стресс, воз-
никающий вследствие избыточной генерации активных 

форм кислорода (АФК) [1]. Использование криопротек-
торных агентов уменьшает негативное влияние первых 
двух факторов, но оксидативный стресс по-прежнему 
остается одним из негативных эффектов, имеющих 
отсроченную природу в процессе культивирования. 
Оксидативный стресс – результат дисбаланса между 
производством и накоплением АФК в клетках и тканях и 
снижением способности к детоксикации этих продуктов 
[2]. АФК могут воздействовать на клеточный механизмы, 
выступая в роли сигнальных молекул [3]. Однако их избы-
точная генерация в процессе криоконсервации способна 
вызывать окисление внутриклеточных белков, запускать 
перекисное окисление липидов, генерировать ультра-
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1,68 мг/мл. После извлечения из жидкого азота клетки оттаивали на водяной бане, отмывали и культивировали в среде ТС-199. 
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generation were assessed before and after 44 h and 66 h of cultivation. After devitrification, a decrease in the proportion of viable GC (by 
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структурные изменения митохондрий (пермеабилизация 
и повышение пористости мембраны, вследствие чего 
происходит утечка электронов и цитохромов), запуская 
таким образом необратимые изменения в клетках, что 
влечет за собой гибель клеток [4]. В связи с этим возни-
кает необходимость подбора и дальнейшего использо-
вания экзогенных антиоксидантных веществ в системах 
витрификации для соматических клеток. 

Тиолы – химические соединения, содержащие в 
своей структуре сульфигдрильную группу (SH-). В 
организме такие соединения активно участвуют во 
множестве физиологических процессов, среди которых 
можно назвать формирование структурной целост-
ности белков путем образования дисульфидных свя-
зей, действие в качестве коферментов и кофакторов, 
участие в окислительно-восстановительных реакциях 
[5]. В клетках имеются собственные эндогенные фер-
ментативные антиоксиданты на основе тиолов, кото-
рые принимают непосредственное участие в работе 
антиоксидантного механизма. Однако в результате 
окислительного стресса при воздействии сверхниз-
ких температур может происходить значительное их 
истощение, что, в свою очередь, влечет смещение 
антиоксидантного равновесия [6], поэтому добавле-
ние экзогенных тиолов – перспективное направление 
предотвращения окислительного стресса клеток в 
процессе криоконсервации. 

Результаты изучения тиоловых соединений свиде-
тельствуют о их эффективности не только в качестве 
хелаторов тяжелых металлов, но и при снижении 
окислительного стресса в результате воздействий 
этих металлов. Так, Sachdeva S. et al. определили 
успешное антиоксидантное воздействие моноизол-
2,3-димеркаптоянтарной кислоты при отравлении воль-
фрамом, который вызывает снижение эффективности 
антиоксидантов ферментативной природы в крови и 
тканях (печень, почки) у крыс [7]. Benov et al. выявили по-
ложительный эффект унитиола при отравлении ртутью, 
показав его ингибирующее воздействие на перекисное 
окисление липидов у крыс [8]. В связи с низкой токсично-
стью этого соединения (унитиола) представляет интерес 
изучение возможности его использования в качестве 
антиоксиданта в протоколе 
криоконсервации.

2,3-димеркаптопропан-
сульфонат натрия (ДМПС, 
унитиол, С
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Н
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NаО
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3
) – ди-

тиоловый активный хела-
тирующий агент с низкой 
токсичностью, в сравнении 
с другими представителя-
ми соединений с сульфги-
дрильными (тиоловыми) 
группами. Будучи гидро-
фильными по своей при-
роде, унитиол может рас-
пределяться во внеклеточ-
ном пространстве, а также 
посредством мембранного 
транспорта в некотором ко-
личестве проникать внутрь 
клетки. Содержащиеся в его 
молекуле свободные SH- 
группы способны с высокой 
скоростью окисляться в дис-
ульфидные (SS-), обрывая 
свободнорадикальные цепи 

и выступать как хелатор редокс-активных ионов метал-
лов, способных катализировать перекисное окисление 
липидов [9, 10]. Введение унитиола в среду культивиро-
вания клеток почек опоссума после воздействия хлорида 
ртути оказало положительное влияние на показатели 
жизнеспособности, митохондриальную активность и 
морфологию клеток [11]. 

Цель исследования – оценить перспективы исполь-
зования унитиола в составе КПА при витрификации со-
матических клеток овариальных фолликулов Sus scrofa 
domesticus как потенциального ингибитора избыточной 
генерации активных форм кислорода (оксидативного 
стресса). 

Для ее достижения был проведен мониторинг пока-
зателей жизнеспособности клеток гранулезы (апоптоз, 
митохондриальная активность), витрифицированных с 
использованием различных концентраций унитиола, 
после оттаивания и пролонгированного культивиро-
вания.

Условия, материалы и методы. В эксперименте 
использовали клетки гранулезы, аспирированные из 
антральных фолликулов яичников свиней породы ландрас 
в возрасте 6…8 мес. Яичники отбирали у животных post 
mortem и транспортировали в лабораторию из мясо-
комбината «Тосненский» (Ленинградская область). Для 
отбора клеток гранулезы (КГ) использовали яичники на 
стадии фолликулярного роста без видимых патологиче-
ских изменений (рис. 1). Аспирированную фолликуляр-
ную жидкость, содержащую КГ, центрифугировали 6 мин 
при 300 об/мин. Суспензию клеток в виде осадка дважды 
промывали в стерильном фосфатно-солевом буфере 
(PBS) и оценивали жизнеспособность с использованием 
трипанового синего (в конечной концентрации красителя 
0,05 %). Для эксперимента отбирали популяции клеток, 
в которых доля живых составляла не менее 50…60 % от 
общего пула. Затем полученную суспензию КГ разделяли 
на 5 групп: 1 – нативные; 2 – витрифицированные после 
поэтапного экспонирования в криопротекторных агентах 
(КПА), приготовленных на среде ТС-199 (КПА-1 – 0,7 M 
диметилсульфоксид (ДМСО) + 0,9 M этиленгликоля (ЭГ) 
(экспозиция в растворе 3 мин); КПА-2 – 1,4 M ДМСО + 1,8 M ЭГ 
(экспозиция в растворе 3 мин.); КПА-3 – 2,8 M ДМСО + 

 
Рис. 1. Схема эксперимента. 
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3,6 M ЭГ + 0,65 M трегалозы (экспозиция в растворе 
5 мин.). Клетки 3, 4 и 5 групп витрифицировали с приме-
нением аналогичного протокола, модернизирован-
ного введением в КПА-3 унитиола в концентрациях 
0,42 мг/мл, 0,84 мг/мл и 1,68 мг/мл соответственно группе. 
Такие дозы были подобраны исходя из результатов ранее 
проведенных исследований. Так, на культуре клеток Vero 
E6 африканской зеленой мартышки рабочий диапазон 
концентрации унитиола был равен 1486,5 мкг/мл. При 
ее использовании спустя 96 ч культивирования жизне-
способность клеток не отличалась от контрольной [12]. 
В другой работе при добавлении к сперме унитиола в 
концентрации 0,42 мг/мл было отмечено значительный 
повышение оплодотворяющей способности быков [13]. 
Введение унитиола в среду для замораживания спермы 
хряков в концентрации 0,25 мг/мл обеспечило досто-
верное повышение подвижности сперматозоидов после 
оттаивания [14].

После каждой экспозиции в растворе КПА КГ осажда-
ли центрифугированием в течение 4 мин на 1000 об/мин 
при комнатной температуре. Конечную суспензию клеток 
распределяли в маркированные, в соответствии с груп-
пой эксперимента, криопробирки и помещали в жидкий 
азот. Процедуру девитрификации проводили спустя не 
менее 60 мин. после внесения КГ в жидкий азот. Оттаива-
ние клеток проводили на водяной бане (t 37°С) в течение 
120 с, после чего каждую группу КГ поэтапно отмывали 
с использованием приготовленных на среде ТС-199 рас-
творов с понижающейся концентрацией трегалозы: 0,25 
М (3 мин.), 0,19 М (3 мин.), 0,125 М (3 мин.). Конечным эта-
пом была двойная отмывка в среде ТС-199 без трегалозы. 
После каждой операции отмывки КГ осаждали в течение 
4 мин. при 1000 об/мин. Все экспериментальные группы 
клеток культивировали в среде ТС-199 с добавлением 
фетальной бычьей сыворотки (10 % от общего объема 
среды) и 100-кратного антибиотика-антимикотика (Gibсo) 
(с конечной концентрацией 100 ЕД пенициллина, 100 мкг 
стрептомицина и 0,25 мкг Амфотерицина В в 1 мл среды). 
Условия культивирования – в атмосфере, содержащей 
5 % СО

2 
при 38,5 °C в течение 44 и 66 ч. 

Для определения доли мертвых клеток исполь-
зовали пропидия йодид (PI, конечная концентрация 
5 мкг/мл). Краситель добавляли в дважды отмытую 
PBS суспензию КГ и инкубировали 5…7 мин перед 
цитофлуориметрическим анализом.  

Генерацию АФК идентифицировали с помощью 
флуоресцентного красителя 2’,7’-дихлорфлуоресцеин 
диацетат (DCFH-DA). Для этого КГ дважды промы-
вали в стерильном PBS, добавляли флуорохром до 
конечной концентрации 5 мкМ/мл и инкубировали в 
течение 30 мин при t 38,5 °С. После этого суспензию 
клеток отмывали от остатков красителя и подвергали 
дальнейшему анализу [15].  

Митохондриальную активность (мембранный по-
тенциал, ΔΨm) определяли с использованием флуо-
ресцентного зонда Tetramethylrhodamine (TMRE). Этот 
краситель селективно накапливается в гиперполя-
ризованных митохондриях, демонстрируя, таким об-
разом, функциональное состояние клеток. КГ дважды 
отмывали в стерильном PBS, добавляли краситель до 
конечной концентрации 200 нМ/мл [16]. После 30 ми-
нутной инкубации при t 38,5 °С клетки дважды отмывали 
от остатков красителя и анализировали.

Анализ клеток, окрашенных флуорохромом, 
осуществляли на проточном цитометре CytoFlex 
(BeckmanCoulter Life Sciences, USA).

Результаты обрабатывали с помощью программы 
Sigma Stat. Все использованные в исследовании реа-
генты, за исключением отдельно обозначенных, были 
произведены фирмой Sigma-Aldrich, пластиковая лабо-
раторная посуда – фирмой BD Falcon™. Достоверность 
различий между сравниваемыми средними значениями 
оценивали с использованием критерия х2 при трех 
уровнях значимости: p <0,05, p <0,01, p <0,001.

Результаты и обсуждение. До культивирования 
девитрифицированных клеток гранулезы выявлено ста-
тистически значимое (р˂0,001) снижение доли клеток с 
высоким содержанием АФК в группе с 0,42 мг/мл унити-
ола, в сравнении с девитрифицированной группой без 
его внесения, на 30 %, с 0,84 мг/мл унитиола – на 29 %, 

с 1,68 мг/мл унитиола – на 
38 % (рис.2). При этом самая 
низкая доля клеток с повышен-
ной генерацией АФК отмечена 
в группе витрифицированных 
клеток с 1,68 мг/мл унитиола 
(на уровне нативной популя-
ции – 8 %). Через 44 ч только 
в группе клеток, витрифи-
цированных в присутствии 
0,42 мг/мл, отмечено сни-
жение доли клеток с повы-
шенным содержанием АФК, 
в сравнении с контрольной 
группой девитрифициро-
ванных КГ (на 12 %, р˂0,05). 
При этом в популяции 3 и 
4 групп количество клеток с 
повышенной генерацией 
АФК была меньше, чем в 
5 группе (на 22 и 17 % соот-
ветственно, р˂0,01; р˂0,05). 
Через 66 ч достоверных 
различий по доле КГ с по-
вышенной генерацией АФК 
между группами девитри-
фицированных клеток не 

 Рис. 2. Генерация активных форм кислорода в витрифицированных клетках гранулезы в 
зависимости от присутствия унитиола (0, 44 и 66 ч культивирования): 1 – популяция нативных 
клеток  (n-6684); 2 – девитрифицированные клетки без добавления унитиола (n-6047); 3 – 
девитрифицированные клетки, обработанные 0,42 мг/мл унитиола (n-5703); 4 – девитрифи-
цированные клетки, обработанные 0,84 мг/мл унитиола (n-5562); 5 – девитрифицированные 
клетки, обработанные 1,68 мг/мл унитиола (n-5468); достоверность – f:g; u:v; u:x; u:y; J:L; J:M; g:h; g:i; g:j; h:L; 

j:y; j:N  р˂0,001, u:w; J:K; J:N; i:M  р˂0,01, g:K; w:L р˂0,05;  – 0 ч,  – 44 ч,  – 66 ч.
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выявлено. При этом обнаружены значимые изменения 
в популяции клеток с повышенной генерацией АФК 
внутри исследуемых групп. В КГ, витрифицированных 
с 0,42 мг/мл унитиола, генерация АФК в период с 44 
до 66 ч культивирования возросла на 15 % (р˂0,05), а 
при добавлении 1,68 мг/мл унитиола за первые 44 ч 
увеличилась на 37 % (р˂0,001).

Во всех экспериментальных группах в КГ после 
девитрификации до культивирования выявлен более 
низкий ΔΨm (р˂0,001), в сравнении с нативной попу-
ляцией (рис. 3). При этом спустя 44 ч в группе c добав-
лением 1,68 мг/мл унитиола величина этого показателя 

возросла, в сравнении с 
контролем, на 22 % (р˂0,01), 
с 4 группой (0,84 мг/мл уни-
тиола) – на 14 % (р˂0,05), 
приблизившись к уровню 
нативных клеток. Кроме того, 
при анализе групп КГ, витри-
фицированных с 1,68 мг/мл 
унитиола, обнаружена до-
стоверная разница по доле 
клеток с высоким ΔΨm. Так, 
в динамике культивирова-
ния зафиксировано уве-
личение количества таких 
клеток с начала культиви-
рования до 44 ч (р˂0,001) на 
23 %. После 66 ч экспозиции 
доля клеток с высоким ΔΨm 
уменьшилась, по сравне-
нию с показателями на 44 ч 
культивирования, на 15 % 
(р˂0,05). Через 66 ч досто-
верных различий по уровню 
ΔΨm между группами не 
выявлено.

Жизнеспособность кле-
ток, подвергшихся витрифи-
кации, во всех эксперимен-

тальных группах была выше (р˂0,001), чем у нативной 
популяции (рис. 4). При этом в варианте с добавлением 
1,68 мг/мл унитиола доля мертвых клеток была выше, 
чем в девитрифицированной контрольной группе, на 15 % 
(р˂0,05), а в сравнении с группой с 0,84 мг/мл унитиола 
– на 16 % (р˂0,05). Спустя 44 ч культивирования стати-
стических различий по показателям жизнеспособности 
между группами девитрифицированных и нативных кле-
ток не наблюдали. Через 66 ч культивирования отмечено 
достоверное увеличение доли апоптотических КГ в кон-
трольной группе девитрифицированных клеток, в сравне-
нии с группой нативных клеток, на 13 % (р˂0,05), витри-

фицированных с 0,42 мг/мл 
унитиола – на 17 % (р˂0,01) 
и в группе с 0,84 мг/мл уни-
тиола – на 22 % (р˂0,001). 
При этом значимых раз-
личий между девитрифи-
цированными группами по 
величине этого показателя 
не обнаружено. В динамике 
культивирования наблюдали 
значительные изменения 
внутри групп. В контроль-
ной девитрифицированной 
группе в период с 0 до 44 ч 
происходило снижение доли 
апоптотических КГ на 34 % 
(р˂0,001); при добавлении 
0,42 мг/мл с 0 до 44 ч – сни-
жение на 46 % (р˂0,001), а 
затем с 44 до 66 ч (р˂0,05) – 
рост на 11 %; при введении 
0,84 мг/мл унитиола с 0 
до 44 ч – снижение на 24% 
(р˂0,001), в варианте с 1,68 
мг/мл унитиола в период с 
0 до 44 ч (р˂0,001) – сниже-
ние на 41 %. 

 Рис. 4. Жизнеспособность клеток гранулезы, витрифицированных без и в присутствии 
унитиола (0, 44 и 66 ч культивирования):  1  – популяция нативных клеток (n-9107); 2 – де-
витрифицированные клетки без добавления унитиола (n-6654); 3 – девитрифицированные 
клетки, обработанные 0,42 мг/мл унитиола (n-6755); 4 – девитрифицированные клетки, об-
работанные 0,84 мг/мл унитиола (n-6653); 5 – девитрифицированные клетки, обработанные 
1,68 мг/мл унитиола (n-6806); достоверность –  a:b; a:c; a:e; b:q; b:F; c:r; c:G; d:s; e:t; e:I  р˂0,001, b:e; r:G; d:e; d:H   
р˂0,05;  – 0 ч,  – 44 ч,  – 66 ч. 

 Рис. 3. Значения мембранного потенциала митохондрий в витрифицированных клетках 
гранулезы в зависимости от присутствия унитиола (0, 44 и 66 ч культивирования): 1  – попу-
ляция нативных клеток (n-8951); 2 – девитрифицированные клетки без добавления унитиола 
(n-6132); 3 – девитрифицированные клетки, обработанные 0,42 мг/мл унитиола (n-5842); 4 
– девитрифицированные клетки, обработанные 0,84 мг/мл унитиола (n-5790); 5 – девитри-
фицированные клетки, обработанные 1,68 мг/мл унитиола (n-6084); достоверность –  k:l ; k:m ; 

k:n ; k:o ; k:z; k:O; o:D р˂0,001, A:D p<0,01, D:S; C:D р˂0,05;  – 0 ч,  – 44 ч,  – 66 ч.
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Антиоксидантная система клетки имеет свои мно-
жественные пути восстановления после гипергенера-
ции АФК [17]. Но в процессе витрификации внешние 
факторы (температура, криопротекторы, осмотическое 
равновесие) способны истощать собственные резер-
вы окислительно-восстановительного потенциала, 
что свидетельствует о необходимости применения 
антиоксидантов неферментативной природы, способ-
ствующих поддержанию клеточного гомеостаза, в том 
числе истощенной тиоловой антиоксидантной системы 
клеток [18].  При использовании некоторых видов тио-
ловых соединений в качестве дополнительного крио-
протекторного компонента отмечен антиоксидантный 
эффект при криоконсервации мужских половых клеток 
[19]. В нашем исследовании применение унитиола сра-
зу после процедуры витрификации вызывало снижение 
генерации АФК (р˂0,001), в сравнении с вариантом 
без его использования. Кроме того, наличие унитио-
ла в системе криоконсервации значительно снизило 
долю жизнеспособных клеток и девитрифицированных 
клеток с высоким митохондриальным потенциалом, 
в сравнении с нативной группой (р˂0,001). Имеются 
некоторые данные, что унитиол может связывать жиз-
ненно важные ионы клеток, в том числе ионы кальция 
(Ca2+) [20, 21]. Возможно также, унитиол, вовлекаясь в 
механизмы функционирования митохондрий, запускает 
апоптотические процессы в клетке. Вероятно, значи-
тельное уменьшение уровня АФК в клетке снижает ее 
реактивную способность на оксидативный стресс, что 
запускает апоптотические процессы. 

Спустя 44 ч в экспериментальных группах, витри-
фицированных с унитиолом, не отмечали статисти-
чески значимых различий со 2 группой. Это может 
объясняться кратковременным влиянием унитиола на 
клетки с последующим снижением его воздействия, 
что приводит к восстановлению клеточных функций. 
Уровень генерации АФК в КГ на этом этапе (44 ч) зна-
чимо (р˂0,05) снижался в 3 группе, в сравнении с кон-
трольной девитрифицированной популяцией клеток, а 
в 5 группе достоверно различался от величины этого 
показателя в 3 и 4 группах (р˂0,01; р˂0,05). При этом 
митохондриальная активность в КГ спустя 44 ч культи-

вирования в 5 группе была достоверно выше, чем во 2 и 
4 группах (р˂0,01; р˂0,05), оставаясь на уровне группы 
нативных клеток.  Через 66 ч культивирования статисти-
чески значимых различий между экспериментальными 
группами по исследуемым показателям не выявлено. 

Выводы. В результате мониторинга показателей 
жизнеспособности и функциональной активности на-
тивных и экстраовариально витрифицированных со-
матических клеток антральных фолликулов свиней при 
использовании в протоколе витрификации унитиола 
идентифицированы особенности функционирования 
клеток гранулезы, выразившиеся в снижении их жизне-
способности и ΔΨm. Выявлен отрицательный эффект 
воздействия унитиола на КГ сразу после процедуры 
витрификации, что выражалось в резком повышении 
во всех экспериментальных группах, в сравнении с на-
тивной, доли мертвых клеток (на 39…55 %), снижении 
ΔΨm –  (на 40…52 %) и уменьшении генерации АФК в 
КГ, в сравнении с контрольной девитрифицированной 
группой (на 29…38 %). В процессе пролонгированного 
культивирования обработанные унитиолом в различных 
концентрациях группы клеток не показали положитель-
ной динамики, которая отличала бы их от контрольной 
девитрифицированной группы по исследуемым по-
казателям.

В целом, применение унитиола в исследуемых кон-
центрациях при витрификации КГ негативно сказыва-
ется на их криосохранности, что не дает возможности 
рекомендовать его в технологии витрификации клеток 
гранулезы в составе криопротекторных сред. 
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