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Функционирование клеток гранулезы овариальных фолликулов (ОФ) животных детермини-
рует рост и развитие ОФ и формирующегося в нем ооцита, что определяет их использование 
при моделировании состава сред для созревания ооцитов in vitro в клеточных репродуктивных 
технологиях. Цель исследования – с использованием комплексного тестирования показателей 
жизнеспособности клеток гранулезы (уровень апоптозов, продукция активных форм кисло-
рода, функциональная активность митохондрий и липидома) и гормонального статуса жид-
кости фолликулов (уровень эстрадиола, тестостерона, антимюллерова гормона) определить 
особенности функциональной активности гранулезных клеток в фолликулах разного диаметра  
(< 3, 3–5, 5–8 мм) с целью оптимизации состава культуральных сред для экстракорпорального 
созревания ооцитов свиней. В ходе экспериментов обнаружено, что доля апоптотических кле-
ток в ОФ возрастает в процессе роста диаметра ОФ (на 11% в ОФ диаметром 5–8 мм, на 4% в 
ОФ диаметром < 3 мм). Отмечено увеличение числа клеток с высоким содержанием активных 
форм кислорода (на 10% в ОФ диаметром 5–8 мм по сравнению с ОФ диаметром < 3 мм) и 
высокой митохондриальной активностью (на 12% в ОФ диаметром 5–8  мм по сравнению с 
ОФ диаметром < 3 мм). Обнаружены корреляции между группой клеток с высокой генерацией 
активных форм кислорода и уровнем апоптозов (0,500, p < 0,05), а также с высоким уровнем 
митохондриальной активности (0,500, p  <  0,05). Концентрация эстрадиола в фолликулярной 
жидкости по мере роста ОФ повышалась (1,50 нг/мл в ОФ диаметром < 3 мм и 2,09 нг/мл в ОФ 
диаметром 3–5 мм, p < 0,01), почти не меняясь в ОФ диаметром 5–8 мм (2,11 нг/мл), как и кон-
центрация тестостерона. Выявлены корреляции между долей клеток с высокой ИФ NileRed/ЛК 
(маркер функциональной активности липидных капель) и уровнем эстрадиола (0,998, p < 0,05), 
тестостерона (0,500, p < 0,05), антимюллерова гормона (–0,500, p < 0,05) в динамике фоллику-
логенеза, а также между концентрацией эстрадиола и долей клеток с высокой митохондриаль-
ной активностью (0,746, p < 0,05). Обнаружены корреляции между концентрациями эстрадиола 
и антимюллерова гормона, тестостерона и антимюллерова гормона (–1,000, p < 0,05), между 
уровнем апоптотических клеток и концентрацией антимюллерова гормона в фолликулярной 
жидкости (–1,000, p  <  0,05). Результаты проведенного мониторинга показателей жизнеспо-
собности и функциональной активности клеток гранулезы ОФ свиней дополняют имеющиеся 
сведения об особенностях их функционирования в динамике фолликулогенеза и могут быть 
использованы при моделировании систем экстракорпорального дозревания донорских ооцитов 
Sus Scrofa Domesticus.
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Functioning of the granulosa cells of animal ovarian follicles (OF) determines the growth and 

development of the OF and the oocyte formed in it, which determines their use in modeling the com-
position of media for oocyte maturation in vitro in cell reproductive technologies. The purpose of the 
study is to determine the peculiarities of functional activity of granulosa cells in follicles of different 
diameters (< 3, 3–5, 5–8 mm) using complex testing of granulosa cell viability parameters (apoptosis 
level, production of reactive oxygen species, functional activity of mitochondria and lipidome) and 
hormonal status of follicle fluid (estradiol, testosterone, anti-Müllerian hormone level) in order to 
optimize the composition of the culture media for in vitro maturation of pig oocytes. The experiments 
found that the proportion of apoptotic cells in the OF increased as the diameter of the OF increased 
(by 11% in OFs 5–8 mm in diameter, by 4% in OFs < 3 mm in diameter). There was an increase in 
the number of high reactive oxygen species cells (by 10% in 5–8 mm diameter OF compared with 
< 3 mm diameter OF) and high mitochondrial activity (by 12% in 5–8 mm diameter OF compared 
with < 3 mm diameter OF). Correlations were found between the group of cells with high generation 
of reactive oxygen species and the level of apoptosis (0.500, p < 0.05), as well as with high levels of 
mitochondrial activity (0.500, p < 0.05). Estradiol concentration in follicular fluid increased as the OF 
grew (1.50 ng/ ml in OF < 3 mm diameter and 2.09 ng/ml in OF 3–5 mm diameter, p < 0.01), being 
almost unchanged in OF 5–8 mm diameter (2.11 ng/ml), as was the testosterone concentration. Cor-
relations were found between the proportion of the cells with high NileRed/LD FI (a marker of lipid 
droplet functional activity) and the levels of estradiol (0.998, p < 0.05), testosterone (0.500, p < 0.05), 
and anti-Müllerian hormone (–0.500, p < 0.05) in the dynamics of folliculogenesis, as well as between 
estradiol concentration and the proportion of cells with high mitochondrial activity (0.746, p < 0.05). 
Correlations were detected between the concentrations of estradiol and anti-Müllerian hormone, tes-
tosterone and anti-Müllerian hormone (–1.000, p < 0.05), between the level of apoptotic cells and the 
concentration of anti-Müllerian hormone in follicular fluid (–1.000, p < 0.05). The results of the mo- 
nitoring of the viability and functional activity of porcine OF granulosa cells supplement the available 
data on the peculiarities of their functioning in the dynamics of folliculogenesis and can be used in 
modeling the systems of in vitro maturation of donor oocytes of Sus Scrofa Domesticus.

Keywords: granulosa, Sus Scrofa Domesticus, mitochondria, ROS, apoptosis, steroid hormones, 
anti-Mullerian hormone, lipid drops
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ВВЕДЕНИЕ

Клеточные репродуктивные ДНК-техно-
логии – одно из значимых направлений в сви-
новодческой отрасли, включающее тиражи-
рование высокоценных особей путем клони-
рования, сохранение генофонда существую-
щих и исчезающих пород, создание криобан-
ка гамет. Развитие указанного направления, 
в частности методик редактирования генома, 
обусловило повышение интереса к виду Sus 
Scrofa Domesticus со стороны биотехнологов 
по причине возможности применения данно-
го вида как модельного объекта для понима-
ния течения различных заболеваний у чело-
века, тестирования фармакологических пре-
паратов, устройств медицинского назначения 
в рамках гуманной медицины, ксенотранс-
плантации органов и  т.д. [1]. Для создания 
интактных, трансгенных и клонированных 
эмбрионов необходимо наличие донорских 
ооцитов с высоким качеством оопласта, что 
достигается созданием in  vitro адекватных 
условий созревания женской гаметы in vivo.

Фолликулярный рост и созревание яйце-
клеток в яичниках млекопитающих пред-
ставляют собой процессы клеточной диф-
ференцировки, сопровождающиеся ком-
плексом морфологических, биохимических 
и молекулярных трансформаций различных 
компонентов фолликула, а именно: ооцита и 
соматических клеток. Знание механизмов и 
особенностей взаимодействия и функциони-
рования структурных компонентов фоллику-
ла in vivo позволит создать модель среды, от-
вечающей физиологическим «запросам» раз-
вивающейся женской гаметы [2]. Разработан-
ные до настоящего времени системы дозрева-
ния донорских ооцитов свиней обеспечивают 
получение не  более 40–45% эмбрионов на 
завершающей стадии бластоцисты, что сви-

детельствует о недостаточной эффективно-
сти состава культуральных сред1. Лучшие ре-
зультаты достигаются при использовании в 
системах культивирования структурных ком-
понентов фолликулов (стенка фолликулов, 
клетки гранулезы)2. Однако в техническом 
исполнении получение стенок фолликулов, 
предварительно отселектированных по мор-
фологическим критериям, достаточно трудо-
емкий процесс, что усложняет работу эмбрио- 
технологов. Применение клеток гранулезы 
позволяет восполнить культуральные среды 
продуктами их секреции. Так как высокими 
потенциями к оплодотворению in vitro обла-
дают, как показано в многочисленных иссле-
дованиях, ооциты из фолликулов диаметром 
3–5 мм, значительный интерес представляют 
гормональный профайлинг жидкости, выде-
ленной из фолликулов разного диаметра, и 
выявление характера апоптотических про-
цессов, генерации активных форм кислорода 
в совокупности с анализом активности кле-
точных компартментов гранулезных клеток.

Созревание ооцита  – сложный процесс, 
являющийся результатом гормональных взаи-
модействий, поддающийся регулированию и 
включающий в себя координацию множества 
событий, которые позволяют возобновить 
мейоз и приобрести компетентность к даль-
нейшему оплодотворению в условиях in vivo. 
Создание in vitro условий, максимально при-
ближенных к описанным выше, имеет свои 
сложности, требующие модификации. Одним 
из методов моделирования систем экстракор-
порального созревания донорских ооцитов 
является использование структурных компо-
нентов антральных овариальных фолликулов, 
в частности клеток гранулезы, что позволяет 
значительно повысить показатели оплодотво-
ряемости созревшего in vitro ооцита3, 4.

1Soriano-Úbeda C., García-Vazquez F.A., Romero-Aguirregomezcorta J., Matas C. Improving porcine in vitro fertilization out-
put by simulating the oviductal environment // Scientific Reports. 2017. Vol. 7. Art. 43616.

2Abeydeera L.R., Wang W.H., Cantley T.C., Rieke A., Day B.N. Coculture with follicular shell pieces can enhance the develop-
mental competence of pig oocytes after in vitro fertilization: relevance to intracellular glutathione // Biology of reproduction. 1998. 
Vol. 58 (1). Р. 213–218.

3Кузьмина Т.И., Стефанова В.Н., Альм Х., Торнер Х. Мониторинг цитоморфологических параметров развития доимплан-
тационных эмбрионов коров, полученных из ооцитов, созревших в модифицированных средах // Конкурентоспособность и 
качество животноводческой продукции: материалы науч.-практ. конф. Жодино, 2014. С. 81–85.

4Кузьмина Т.И., Скотти О.С., Кибардина Т.В. Использование кондиционированных сред в технологии получения эмбрио-
нов коров in vitro // Стратегия развития зоотехнической науки: тез. докл. междунар. науч.-практ. конф., посвящ. 60‑летию зоо- 
технической науки Беларуси (Жодино, 15–16 октября 2009 г.) / Редкол.: И.П. Шейко (гл. ред.) [и др.]. Жодино, 2009. С. 99–100.
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Клетки гранулезы – компонент многомер-
ной биологической системы в фолликулах. 
Работая через паракринные факторы, а  так-
же передачу сигналов с помощью щелевых 
соединений, они принимают непосредствен-
ное участие в формировании необходимо-
го микроокружения для роста и созревания 
ооцита [3, 4]. Кроме того, клетки гранулезы 
выступают главными продуцентами стеро-
идных гормонов в процессе фолликулогене-
за, увеличивая выработку эстрадиола путем 
ароматизации андрогенов, полученных из те-
ка-клеток [5], преобразовывая поступивший 
холестерин посредством ферментативных 
превращений в стероидные гормоны с помо-
щью митохондрий [6]. Помимо холестерина, 
клетки гранулезы содержат и другие произ-
водные липидов, которые находятся в со-
ставе мембран клетки и клеточных органелл 
(фосфолипиды, гликолипиды, нейтральные 
липиды) [7], а  также хранятся в клетках в 
виде энергетических запасов (триацилглице-
риды), выступая, при необходимости, мощ-
ным источником энергии [8].

Выработка аденозинтрифосфорной кис-
лоты  (АТФ) в качестве энергетического 
субстрата посредством митохондриального 
окислительного фосфорилирования необхо-
дима для пролиферации гранулезных клеток 
в процессе фолликулогенеза [9]. При этом 
побочный продукт фосфорилирования в виде 
активных форм кислорода (АФК) в физиоло-
гически приемлемых концентрациях играет 
жизненно важную роль в физиологической 
активности яичников в качестве вторичного 
мессенджера для передачи клеточных сигна-
лов [10], участвует в регуляции овариально-
го цикла, в том числе мейоза [11], овуляции5, 
поддержании желтого тела [12] и регрессии 
[13]. В избыточном количестве АФК способ-
ны вызвать повреждение митохондриальной 
и ядерной ДНК, окисление некоторых амино-
кислот и перекисное окисление липидов, что, 
в свою очередь, может индуцировать клеточ-
ную гибель [14].

Цель исследования  – с использованием 
комплексного тестирования показателей жиз-

неспособности клеток гранулезы (уровень 
апоптозов, продукция АФК, функциональная 
активность митохондрий и липидома) и гор-
монального статуса жидкости фолликулов 
(уровень содержания эстрадиола, тестосте-
рона, антимюллерова гормона) идентифици-
ровать особенности функциональной актив-
ности гранулезных клеток в фолликулах раз-
ного диаметра с целью оптимизации состава 
культуральных сред для экстракорпорально-
го созревания ооцитов свиней.

В соответствии с поставленной целью в 
исследовании решались следующие задачи:

1) оценка показателей жизнеспособности 
клеток гранулезы (апоптоз, генерация АФК), 
отобранных из фолликулов разного диаметра 
(< 3, 3–5, 5–8 мм);

2) анализ функциональной активности ли-
пидома и митохондрий клеток гранулезы из 
фолликулов указанного диаметра;

3) проведение гормонального профайлин-
га (эстрадиол, тестостерон, антимюллеров 
гормон) жидкости фолликулов заявленного 
диаметра.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

В экспериментах использовали 64  пост-
мортальных яичника от 32 6–8‑месячных 
свинок породы ландрас. Яичники получены 
на мясоперерабатывающем комбинате «Тос-
ненский» (Ленинградская область), после 
чего доставлены в лабораторию Всероссий-
ского научно-исследовательского института 
генетики и разведения сельскохозяйствен-
ных животных. Материал отбирали на ста-
дии фолликулярного роста. Использовали 
яичники без патологических изменений. По 
результатам замеров с помощью электронно-
го штангенциркуля 2275  фолликулов были 
ранжированы по диаметру < 3, 3–5, 5–8 мм. 
Фолликулярную жидкость и клетки грану-
лезы аспирировали из 20–30  фолликулов 
каждого яичника, объединяя их в группы по 
диаметру, затем центрифугировали 6  мин 
при 300 об./мин. Далее осадок, содержащий 
клетки гранулезы, суспендировали в фосфат-

5Shkolnik K., Tadmor A., Ben-Dor S., Nevo N., Galiani D., Dekel N. Reactive oxygen species are indispensable in ovulation // 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America. 2011. Vol. 108 (4). P. 1462–1467.
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но-солевом буфере  (PBS) для дальнейшего 
цитогенетического анализа. Супернатант в 
виде фолликулярной жидкости распределяли 
на аликвоты и хранили при –20 °С до после-
дующего иммуноферментного анализа для 
гормонального профайлинга (определение 
уровня тестостерона, эстрадиола и антимюл-
лерова гормона).

Определение доли мертвых клеток про-
водили с помощью флуорохрома пропидия  
йодид  (PI). Клетки гранулезы дважды отмы-
вали в PBS‑буфере с осаждением при центри-
фугировании на 1200 об./мин в течение 7 мин. 
Клетки анализировали сразу после добавления 
PI к исследуемым образцам до получения ко-
нечной концентрации 5  мкг/мл. Образцы ис-
следовали на проточном цитометре CytoFlex 
(Beckman Coulter Life Sciences, США).

Содержание внутриклеточного H2O2 
определяли методом проточной цитоме-
трии с применением проточного цитометра 
CytoFlex. Для этого клетки гранулезы дваж-
ды отмывали в PBS‑буфере (1200  об./мин, 
7 мин) и добавляли 2',7'‑дихлорфлуоресцеин 
диацетат (DCFH-DA) в конечной концентра-
ции 5  мкМ/мл с последующей инкубацией 
в течение 30  мин при температуре 38,5  °С. 
Затем осадок дважды отмывали от остатков 
флуорохрома (1200 об./мин, 7 мин). При ана-
лизе флуоресценции на проточном цитометре 
выделяли две популяции клеток – с высоким 
и низким содержанием пероксида водорода6.

Активность митохондрий клеток грануле-
зы оценивали с помощью флуоресцентного 
красителя TMRE (tetramethylrhodamine ethyl 
ester perchlorate) с применением проточного 
цитометра CytoFlex. Этиловый эфир тетра-
метилродамина  (TMRE) представляет со-
бой проницаемый для клеток положительно 
заряженный красно-оранжевый краситель 
(max возбуждения 549 нм, эмиссии 574 нм), 
который накапливается в активных митохон- 
дриях из-за их относительно отрицательно-
го заряда. Неактивные или деполяризован-
ные митохондрии имеют пониженный мем-

бранный потенциал (∆ψM) и, следовательно, 
не  могут удерживать TMRE, демонстрируя 
низкий сигнал флуоресценции. Клетки гра-
нулезы дважды отмывали в PBS‑буфере 
с последующим центрифугированием на 
1200 об./мин в течение 7 мин. Осадок клеток 
ресуспендировали в PBS и инкубировали с 
TMRE в конечной концентрации 1 мкМ в те-
чение 30 мин при температуре 38,5 °С. Кон-
центрация для исследуемых образцов подби-
ралась эмпирически и в соответствии с реко-
мендациями производителя (Lumiprobe RUS 
Ltd, Россия). После инкубации клетки отмы-
вали от остатков флуорохрома. При анализе 
флуоресценции на проточном цитометре вы-
деляли две популяции клеток – с высоким и 
низким мембранным потенциалом.

Функциональную активность липидо-
ма оценивали по интенсивности флуорес-
ценции комплекса Nile  Red/липидная ка-
пля (ИФ  NileRed/ЛК). Для определения 
ИФ  NileRed/ЛК в клетках гранулезы при-
меняли краситель Nile  Red (Sigma-Aldrich, 
США), позволяющий визуализировать ней-
тральные и полярные липиды. После добав-
ления красителя триглицериды флуоресци-
руют желтым цветом (580–596, пик флуорес-
ценции  – 590  нм), полярные липиды (фос-
фолипидные бислои) – в оранжевом спектре 
(597–620, пик – 600 нм)7.

После отмывки гранулезы в PBS-буфе-
ре клетки ресуспендировали и фиксировали 
в 1%‑м параформальдегиде при комнатной 
температуре в течение 10 мин. Фиксирован-
ные клетки дважды промывали холодным 
PBS и добавляли краситель Nile  Red до ра-
бочей концентрации 10 мкМ, далее инкуби-
ровали при комнатной температуре в течение 
10 мин в темноте. Окрашенные клетки дваж-
ды промывали холодным буфером, затем ре-
суспендировали в холодном PBS. При анали-
зе выделяли три группы клеток – с высокой, 
средней и низкой интенсивностью флуорес-
ценции.

6Dikalov S., Harrison D. Methods for detection of mitochondrial and cellular reactive oxygen species // Antioxidants and Redox 
Signaling. 2014. Vol. 20 (2). P. 372–382.

7Genicot G., Leroy J.L., Soom A.V., Donnay I. The use of a fluorescent dye, Nile red, to evaluate the lipid content of single mam-
malian oocytes // Theriogenology. 2005. Vol. 63 (4). P. 1181–1194.
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Рис. 1. Структурно-логическая схема эксперимента
Fig. 1. Structural and logical diagram of the experiment

Концентрацию тестостерона, эстрадиола 
и антимюллерова гормона (АМГ) определяли 
в фолликулярной жидкости с помощью набо-
ра реагентов «СтероидИФА‑тестостерон», 
«СтероидИФА‑эстрадиол» (Алкор  Био, Рос-
сия) и ELISA Kit for Anti-Mullerian Hormone 
для свиней (Cloud-Clone Corp., КНР). Экс-
перимент проводили в шести повторно-
стях. Все использованные в исследовании 
реагенты, за исключением обозначенных 
выше, произведены фирмой Sigma-Aldrich, 
пластиковая лабораторная посуда  – фирмой 
BD Falcon™ (США).

Результаты обрабатывали с помощью ста-
тистической программы Sigma Stat. Досто-
верность различия сравниваемых средних 
значений оценивали с помощью критерия 
х2 при трех уровнях значимости: p  <  0,05, 
p  <  0,01, p  <  0,001, а  также коэффициента 
Спирмена и критерия Стьюдента.

Схема эксперимента представлена на 
рис. 1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В ходе исследования установлено, что в 
процессе роста и развития фолликулов про-
исходит снижение показателей жизнеспо-
собности клеток гранулезы, выражающееся 
в повышении уровня клеток с признака-
ми апоптоза (4% клеток на стадии апопто-
за в фолликулах диаметром <  3  мм, 11% в 
фолликулах диаметром 5–8  мм, p  <  0,05) 
(см. рис. 2). При этом доля клеток с высоким 
содержанием АФК имела тенденцию к росту 
(в фолликулах диаметром 5–8 мм данный по-
казатель увеличился на 10% по сравнению 
с фолликулами диаметром < 3 мм, p < 0,05), 
как и группа клеток с высокой митохондри-
альной активностью (увеличение на 12% в 
фолликулах диаметром 5–8 мм по сравнению 
с фолликулами диаметром < 3 мм, p < 0,05). 
Помимо этого, выявлены достоверные поло-
жительные корреляции между ростом доли 
клеток с высокой генерацией АФК и долей 
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апоптотических клеток (0,500, p  <  0,05), 
а также группой клеток с высокой митохон-
дриальной активностью (0,500, p < 0,05).

В клетках разных тканей липидные капли, 
как правило, состоят из нейтральных липидов 
(в основном триглицеридов и сложных эфи-
ров холестерина), являются субстратами для 
производства энергии, выступают в качестве 
сигнальных липидов, служат структурными 
компонентами для клеточных мембран [15].

На начальной стадии фолликулогенеза 
наблюдалось повышение ИФ  NileRed/ЛК 
(увеличение доли клеток с высокой интен-
сивностью флуоресценции на 10%, p < 0,05) 
(см. рис.  3). При этом число клеток, имею-
щих среднюю ИФ  NileRed/ЛК, достоверно 
снижалось на 10% к этапу роста фолликула 
до 3–5 мм (p <  0,05). Кроме того, отмечена 
отрицательная корреляция между группами 
клеток с высокой и средней ИФ NileRed/ЛК 
(–1,000, p  <  0,05). Данные значения могут 
указывать на активное накопление липид-
ных капель к моменту активной пролифера-
ции клеток гранулезы, их слияние в клетках 

и, как следствие, увеличение интенсивности 
флуоресценции. Доля клеток с самой низкой 
ИФ  NileRed/ЛК не показала достоверных 
различий на всех этапах роста и развития 
фолликулов.

Липиды  – один из основных источников 
энергии во время созревания ооцитов, опло-
дотворения и предимплантационного разви-
тия. В частности, холестерин играет важную 
роль в качестве предшественника в стероидо-
генезе [16]. Продукция стероидных гормонов 
(эстрадиол, тестостерон) является неотъем-
лемым этапом в формировании необходимых 
условий для созревания ооцита и его даль-
нейшей овуляции.

Обнаружено, что концентрация эстрадио-
ла в фолликулярной жидкости овариальных 
фолликулов в процессе роста и развития по-
вышается (1,50  нг/мл в фолликулах диаме-
тром < 3 мм и 2,09 нг/мл в фолликулах ди-
аметром 3–5 мм, p < 0,01), почти не меняясь 
к завершению роста фолликула (2,11  нг/ мл, 
p < 0,01) (см. рис. 4). Схожая тенденция на-
блюдается и в изменении концентрации те-

Рис. 2. Апоптотические процессы, генерация АФК и митохондриальная активность в клетках грану-
лезы из фолликулов разного диаметра:
a:c; a:d; a:e; a:g; d:f; d:i; e:f; f:g; c:f; g:i – p < 0,05; e:i  – p < 0,01; a:f; a:h; a:i; b:f; b:i – p < 0,001; n – 125,434. Кор-
реляция по Спирмену: a, b, c : d, e, f 0,500 (p < 0,05); d, e, f : g : h : i  0,500 (p < 0,05)
Fig. 2. Apoptotic processes, ROS generation and mitochondrial activity in granulosa cells from follicles of 
different diameters:
a:c; a:d; a:e; a:g; d:f; d:i; e:f; f:g; c:f; g:i – p < 0.05; e:i – p < 0.01; a:f; a:h; a:i; b:f; b:i – p < 0.001; n – 125.434. 
Spearman correlation: a, b, c : d, e, f 0.500 (p < 0.05); d, e, f : g : h : i  0.500 (p < 0.05)
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Рис. 3. Показатели функционирования липидома (интенсивность флуоресценции комплекса 
NileRed/ЛК) в клетках гранулезы в фолликулах разного диаметра:
j:k; j:l; m:n – p < 0,05; j:p; j:q; j:r; k:p; k:q; k:r; l:p; l:q; l:r; m:p; m:q; m:r; n:p; n:q; n:r – p < 0,001; n – 83,884. Кор-
реляция по Спирмену: j, k, l : m, n, o –1,000 (p < 0,05)
Fig. 3. Indicators of lipidome functioning (fluorescence intensity of NileRed/lipid droplet complex) in 
granulosa cells in follicles of different diameters:
j:k; j:l; m:n – p < 0.05; j:p; j:q; j:r; k:p; k:q; k:r; l:p; l:q; l:r; m:p; m:q; m:r; n:p; n:q; n:r – p < 0.001; n – 83.884. Spear-
man correlation: j, k, l : m, n, o –1.000 (p < 0.05)

Рис. 4. Гормональный профиль жидкости из фолликулов разного диаметра:
v:w; v:x; y:A – p < 0,01; y:z – p < 0,001. Корреляция по Спирмену: a, b, c : d, e, f – функциональная обратная 
(–1,000); a, b, c : g : h : i – функциональная обратная (–1,000); d, e, f : g : h : i – функциональная прямая (1,000)
Fig. 4. Fluid hormonal profile from follicles of different diameters: 
v:w; v:x; y:A – p < 0.01; y:z – p < 0.001. Spearman correlation: a, b, c : d, e, f – functional inverse (–1.000);  
a, b, c : g : h : i – functional inverse (–1.000); d, e, f : g : h : i – functional line (1.000)
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стостерона – зафиксирован рост на 3,8 нг/ мл в 
фолликулах диаметром 3–5 мм и на 4,02 нг/ мл 
в фолликулах диаметром свыше 5  мм по 
сравнению с фолликулами диаметром  <  3  мм 
(p < 0,01, p < 0,001). При этом не выявлено до-
стоверных различий в уровне АМГ.

Фолликулогенез является энергоемким 
процессом и требует биоэнергетической 
поддержки в клетках гранулезы в связи с ин-
тенсивной пролиферацией, в том числе по-
средством функциональной активности ми-
тохондрий, участвующей в клеточном цикле, 
обеспечивая большую часть клеточной АТФ 
путем окислительного фосфорилирования. 
Однако при этом активные окислительные 
процессы могут выступать инициаторами 
клеточной гибели посредством интенсивной 
выработки АФК [17]. В нашем исследова-
нии наблюдался достоверный рост клеток с 
высоким уровнем АФК в фолликулах диа-
метром < 3, 3–5 и 8 мм (p < 0,05) и высокой 
митохондриальной активностью (p  <  0,05), 
выявлена достоверная корреляция между 
данными показателями (0,500, p < 0,05), что 
может указывать на интенсивный энергооб-
мен в клетках гранулезы в процессе созрева-
ния фолликула.

В растущих антральных фолликулах клетки 
гранулезы и тека-клетки активно пролифери- 
руют и секретируют различные факторы, про-
дуцируют гормоны и поглощают большое ко-
личество липидов и холестерина из плазмы8 
[18]. Нейтральные липиды, такие как триа-
цилглицеролы и стериловые эфиры, служат 
предшественниками половых гормонов. В 
нашем исследовании выявлены достоверные 
корреляции между долей клеток с высокой ИФ  
NileRed/ЛК в гранулезных клетках и концен-
трацией эстрадиола (0,998, p < 0,05), тестосте-
рона (0,500, p < 0,05) и АМГ (–0,500, p < 0,05) 

в процессе роста фолликулов, отмечена прямая 
корреляция между концентрацией эстрадиола 
и долей клеток с высокой митохондриальной 
активностью (0,746, p < 0,05), что подтвержда-
ет данные D.B. Sreerangaraja Urs et al. [19].

Антимюллеров гормон представляет собой 
димерный гликопротеин надсемейства транс-
формирующего фактора роста бета (TGF-β), 
продуцируемого непосредственно гранулез-
ными клетками преантральных и ранних ан-
тральных фолликулов диаметром до 5–6 мм 
[20]. АМГ играет ингибирующую роль в ре-
крутировании примордиальных фолликулов, 
регулируя рост преантральных и малых ан-
тральных фолликулов, ослабляя их реакцию 
на фолликулостимулирующий гормон [21]. 
АМГ высоко экспрессируется в гранулезных 
клетках преантральных и мелких антраль-
ных фолликулов.

Доказано, что АМГ является хорошим эн-
докринным маркером овариального резер-
ва у крупного рогатого скота9 и кобыл [22], 
а  также прогностическим маркером супер- 
овуляторных ответов для извлечения ооцитов 
и производства эмбрионов in  vitro у крупно-
го рогатого скота10 и коз11. В яичниках свиней 
АМГ имеет тот же паттерн экспрессии и ло-
кализации, что и в яичниках людей, грызунов 
и крупного рогатого скота [23]. Обнаружено, 
что белок AMHR2 экспрессируется в клетках 
гранулезы и тека-клетках преантральных и ан-
тральных фолликулов человека и свиньи [24].

Наши данные выявили обратную функци-
ональную корреляцию между концентрация-
ми эстрадиола и АМГ, тестостерона и АМГ 
(–1,000, p < 0,05). Кроме того, нами выявлена 
обратная функциональная корреляция меж-
ду долей гранулезных клеток в состоянии 
апоптоза и содержанием АМГ в фоллику-
лярной жидкости (–1,000, p < 0,05). По дан-

8Петров И.А., Дмитриева М.Л., Тихоновская О.А., Петрова М.С., Логвинов С.В. Тканевые и молекулярные основы фол-
ликулогенеза. Механизмы раннего фолликулярного роста // Проблемы репродукции. 2017. Вып. 23 (5). С. 33–41. 

9Ireland J.L., Scheetz D., Jimenez-Krassel F., Themmen A.P., Ward F., Lonergan P., Smith G.W., Perez G.I., Evans A.C., Ire-
land J.J. Antral follicle count reliably predicts number of morphologically healthy oocytes and follicles in ovaries of young adult 
cattle // Biology of reproduction. 2008. Vol. 79. P. 1219–1225.

10Souza A.H., Carvalho P.D., Rozner A.E., Vieira L.M., Hackbart K.S., Bender R.W., Dresch A.R., Verstegen J.P., Shaver R.D., 
Wiltbank M.C. Relationship between circulating anti-Mullerian hormone (AMH) and superovulatory response of high producing 
dairy cows // Journal of dairy science. 2015. Vol. 98. P. 169–178.

11Monniaux D., Baril G., Laine A.L., Jarrier P., Poulin N., Cognié J., Fabre S. Anti-Mullerian hormone as a predictive endocrine 
marker for embryo production in the goat // Reproduction. 2011. Vol. 142. P. 845–854.
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ным K.J. Hong et al. [25], уровень АМГ кор-
релирует с общим количеством извлеченных  
ооцитов и частотой успеха экстракорпораль-
ного оплодотворения. При этом показано, 
что число зрелых ооцитов положительно и 
сильно коррелирует с уровнем АМГ в сыво-
ротке (r = 0,719, p < 0,01), но не с уровнем 
внутрифолликулярного АМГ. Считается, что 
содержание АМГ в фолликулярной жидкости 
положительно коррелирует с уровнем АМГ в 
сыворотке. K.J. Hong et al. [25] обнаружены 
примерно одинаковые уровни АМГ в фолли-
кулярной жидкости фолликулов разного диа-
метра, что соотносится с полученными нами 
данными.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате серии экспериментов по 
оценке функциональной активности клеток 
гранулезы in  vivo и in  vitro выявлены осо-
бенности их функционирования в процессе 
роста антральных овариальных фолликулов 
свиней.

Число апоптотических клеток в ОФ повы-
шалось в зависимости от диаметра фоллику-
лов (на 4% в ОФ диаметром < 3 мм, на 11% 
в ОФ диаметром 5–8  мм). Отмечено увели-
чение доли клеток с высоким уровнем АФК 
(на 12% в ОФ диаметром < 3 мм, на 22% в 
ОФ диаметром 5–8 мм) и высокой митохон-
дриальной активностью (на 12% в ОФ диа-
метром 5–8 мм по сравнению с ОФ диамет- 
ром < 3 мм). Обнаружены корреляции между 
группой клеток с высокой генерацией АФК и 
высоким уровнем апоптозов (0,500, p < 0,05), 
а также с высокой митохондриальной актив-
ностью (0,500, p < 0,05). Выявлены увеличе-
ние доли клеток с высокой ИФ  NileRed/ЛК 
(на 41% в ОФ диаметром < 3 мм, на 50% в 
ОФ диаметром 5–8  мм, p  <  0,05) и сниже-
ние количества клеток, имеющих среднюю 
ИФ  NileRed/ЛК (на 47% в ОФ диаметром 
<  3  мм, на 37% в ОФ диаметром 3–5  мм). 
Показана отрицательная корреляция меж-
ду группами клеток с высокой и средней 
ИФ NileRed/ЛК (–1,000, p < 0,05).

Концентрация эстрадиола в фолликуляр-
ной жидкости по мере роста ОФ повышалась 

в зависимости от диаметра (1,50 нг/мл в ОФ 
диаметром < 3 мм и 2,09 нг/мл в ОФ диаме-
тром 3–5 мм, p < 0,01), почти не меняясь в ОФ 
диаметром 5–8  мм (2,11  нг/мл). Изменение 
концентрации тестостерона имело схожую 
тенденцию. Данный показатель увеличивал-
ся по мере роста фолликула (10,65 нг/ мл в ОФ 
диаметром < 3 мм и 14,43 нг/мл в ОФ диамет- 
ром 3–5 мм, p < 0,01) и оставался практиче-
ски на том же уровне в ОФ диаметром 5–8 мм 
(10,67  нг/мл). Выявлены корреляции между 
долей клеток с высокой ИФ NileRed/ЛК (мар-
кер функциональной активности липидных 
капель) и концентрациями эстрадиола (0,998, 
p < 0,05), тестостерона (0,500, p < 0,05), АМГ 
(–0,500, p < 0,05) в динамике фолликулогене-
за, а также между концентрацией эстрадиола 
и долей клеток с высокой митохондриальной 
активностью (0,746, p  <  0,05). Обнаружены 
корреляции между концентрациями эстра-
диола и АМГ, тестостерона и АМГ (–1,000, 
p  <  0,05), между уровнем апоптотических 
клеток и концентрацией АМГ в фолликуляр-
ной жидкости (–1,000, p < 0,05).

Выявленные особенности гормонального 
гомеостаза и функциональной активности 
гранулезных клеток свиней в ОФ разного 
диаметра дополняют имеющиеся сведения 
об их роли в формировании яйцеклетки, 
компетентной к оплодотворению, характе-
ре взаимодействия стероидных гормонов и 
АМГ, апоптотических процессов и генерации 
АФК, а также функционировании клеточных 
компартментов (митохондрии, липидные 
капли) гранулезы при пролонгированном 
культивировании. Исходя из имеющихся све-
дений о высоких компетенциях к созреванию 
in vitro донорских ооцитов свиней, выделен-
ных из фолликулов диаметром более 3  мм, 
[26] и базируясь на полученных в исследо-
вании результатах, рекомендуем при модели-
ровании системы культивирования для экс-
тракорпорального созревания использовать 
популяцию клеток гранулезы из фолликулов 
диаметром 3–5  мм с добавлением гормонов 
(эстрадиол, тестостерон) в концентрациях, 
детерминирующих высокие показатели их 
жизнеспособности (2,9 и 14,43  нг/мл соот-
ветственно).
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