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В настоящее время основным способом отбора наилучших эмбрионов для переноса в рамках вспомо-
гательных репродуктивных технологий (ВРТ) является морфологическая оценка. Для стандартизации 
процесса отбора с целью увеличения эффективности переноса необходима разработка других объектив-
ных и неинвазивных методов. Одним из методов может служить оценка содержания растворимых фак-
торов в образцах сред, полученных при инкубации эмбрионов. Целью исследования явилось определе-
ние цитокинов IL-1β, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IP-10, G-CSF и GM-CSF в кондиционированных 
эмбрионами средах, а также оценка влияния этих сред на функциональную активность эндотелиальных 
клеток. Мы не обнаружили стабильного содержания перечисленных цитокинов в кондиционированных 
эмбрионами средах после 2 суток инкубации. Тем не менее среды, полученные от эмбрионов качества 
А и АВ, состоящих из 3 или 4 клеток, оказывали эффект на миграцию эндотелиальных клеток. В даль-
нейшем необходимо определить природу активных молекул, присутствующих в составе кондициони-
рованных эмбрионами сред, которые могут служить потенциальными маркерами для выбора лучших 
эмбрионов.
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ВВЕДЕНИЕ
Бесплодие — заболевание, с которым сталкива-

ется от 12.6% до 17.5% пар по всему миру [1]. В связи 
с этим область вспомогательных репродуктивных 
технологий активно развивается. Эффективность 
искусственного оплодотворения по разным оцен-
кам составляет 35–40% [2, 3]. Выделяют множество 
причин неудач процедуры. Одной из них является 
качество эмбрионов, в связи с чем важнейшей за-
дачей является их быстрая и неинвазивная оценка 
с целью выявления наилучших эмбрионов для пе-
реноса. Основным методом оценки качества эм-
брионов на данный момент является морфологи-
ческая оценка, которая включает в себя описание 
количества клеток и их состояния. Поскольку такая 
оценка является субъективной и ее сложно стан-
дартизировать, существуют и другие методы оцен-
ки эмбрионов: измерение потребления кислорода 
[4], анализ генетических параметров [5], а также 
автоматизация наблюдения и отбора эмбрионов 
[6]. Тем не менее описанных методов недостаточно 
для улучшения критериев выбора эмбриона, в свя-

зи с чем необходима разработка и внедрение дру-
гих неинвазивных способов их оценки. Одним из 
перспективных способов является омиксный под-
ход, который заключается в оценке содержания ме-
таболитов, способных служить маркерами успеш-
ной имплантации [7]. При этом интерес вызывают 
цитокины — группа белков, секретируемая всеми 
клетками организма, в том числе клетками бласто-
цисты. Посредством цитокинов клетки регулируют 
функции как самих себя, так и клеток окружения, 
при этом достаточно пикомолярных концентра-
ций. C 1990-х годов проводятся исследования по 
оценке содержания цитокинов в жидкостях, полу-
ченных после культивирования эмбрионов [8–10]. 
Среди аналитов IL-1, IL-6, TGF-β, TNF и рецеп-
торы к TNF, CSF1, поскольку предполагается, что 
они играют наиболее важную роль в процессе им-
плантации. В ряде исследований авторы отмечают 
корреляцию между содержанием цитокина в среде 
и качеством эмбриона [11] либо успешностью им-
плантации [12], однако необходимы исследования 
на большем количестве пациентов для того, чтобы 
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выявить закономерности и сделать соответствую-
щие выводы.

Говоря о роли растворимых молекул в зоне пла-
центации, можно выделить несколько процессов, 
которые они регулируют. Во-первых, они участвуют 
в создании условий для повышения рецептивности 
эндометрия. Показано, что на рецептивность эндо-
метрия влияют белки PP14 [13], MUC-1 и GdA [14], 
IFNλ [15], GM-CSF [16], TNFα [17]. Во-вторых, ци-
токины регулируют децидуализацию. В этом про-
цессе участвуют NK-клетки матки (uNK), привле-
чение которых к зоне децидуализации происходит 
путем выделения хемокинов клетками окружения, 
в том числе CXCL12 клетками трофобласта [18]. 
Тем не менее повышенное количество uNK-клеток 
в зоне децидуализации становится причиной при-
вычного невынашивания [19], что говорит о необ-
ходимости поддержания оптимального содержания 
растворимых факторов. В-третьих, в области им-
плантации присутствуют материнские иммунные 
клетки, регуляция активности которых необходима 
для успешной плацентации. Для тонкой регуляции 
активности, а также поддержания популяций Т-хел-
перов и регуляторных Т- и NK-клеток необходимы 
цитокины и хемокины, например IFN-γ, IL-6, IL-7, 
IL-8, IL-15, IL-17, IL-22, IL-27, CXCL10, CXCL11 и 
другие [20, 21]

Ключевой процесс, определяющий успешность 
имплантации, — ангиогенез, формирование новых 
сосудов, необходимых для снабжения эмбриона 
питательными веществами [22]. В ходе ангиогене-
за эндотелиальные клетки активируются в ответ на 
стимулирующий сигнал, после чего происходит де-
стабилизация сосуда и перестройка его стенки. По-
сле этого эндотелиальные клетки пролиферируют 
и мигрируют, образуют контакты и капиллярные 
трубки. Процесс завершается установлением новых 
базальных мембран и матрикса. В ходе импланта-
ции и ремоделирования спиральных артерий матки 
в стенки сосудов также проникают пролифериру-
ющие клетки трофобласта. Все описанные стадии 
проходят под влиянием цитокинов, выделяемых 
как самим эмбрионом, так и клетками в составе со-
судов, а также микроокружением [23–25].

Таким образом, в ходе имплантации происхо-
дит множество процессов, регуляция которых осу-
ществляется за счет выделения клетками цитоки-
нов. Эмбрион также синтезирует цитокины, влияя 
на рецептивность эндометрия и активность клеток 
окружения, например uNK-клеток. Учитывая это, 
необходимо рассматривать спектр цитокинов, вы-
деляемых эмбрионами, как возможный маркер не-
инвазивной оценки их качества. Несмотря на то что 
исследования в этой области ведутся с 90-х годов, 
разные группы исследователей сообщают о проти-
воречащих результатах. Это связано с различиями 
в способах культивирования эмбрионов, способах 

анализа и чувствительностью методов. Таким об-
разом, целью настоящего исследования явилась 
оценка содержания цитокинов в кондициониро-
ванных эмбрионами средах (КЭС), а также влияния 
этих сред на функциональное состояние эндотели-
альных клеток.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клеточные линии
В работе использовали эндотелиальные клет-

ки линии EA.hy926 (АТСС, США). Клетки куль-
тивировали во флаконах для адгезионных культур 
в соответствии с рекомендациями производителя. 
При культивировании использовали культураль-
ную среду следующего состава: среда DMEM/F12 
(Биолот, Россия), 10% инактивированной эмбрио-
нальной телячьей сыворотки (ЭТС) (Биолот, Рос-
сия), 100 ЕД/мл пенициллина, 100 мкг/мл стрепто-
мицина (Sigma-Aldrich Chem Co., США), 8 ммоль/л 
L-глутамина (Sigma-Aldrich Chem Co., США) и 1% 
HAT (Sigma-Aldrich Chem Co., США). Для дезин-
теграции монослоя клеток использовали раствор 
версена (Биолот, Россия). 

Эмбриональные супернатанты
В работе использовали КЭС, которые пред-

ставляют собой отработанную культуральную сре-
ду G-TL для 1–5 дней культивирования (Vitrolife, 
Швеция), полученную от дробящихся эмбрионов 
(44±1 час культивирования). КЭС замораживали 
и хранили при −80 °C. В дальнейшем анализиро-
вали содержание цитокинов в КЭС, а также влия-
ние КЭС на способность эндотелиальных клеток к 
пролиферации и миграции. Оценка качества и ста-
дии развития эмбрионов in vitro производилась еже-
дневно. Анализ качества эмбрионов на 2 и 3-е сут-
ки эмбрионального развития осуществлялся по 
скорости дробления, степени цитоплазматической 
фрагментации, форме, симметричности и относи-
тельным размерам бластомеров (A. Van Steiterghem 
et al., 1995). Качество эмбрионов на 4-е сутки куль-
тивирования, достигших стадии морулы, оцени-
вали по степени компактизации бластомеров [26]. 
Оценка качества эмбрионов на 5–6-е сутки культи-
вирования базировалась на анализе клеток троф-
эктодермы, внутренней клеточной массы и разме-
ра полости [27]. В результате в работу брали КЭС  
эмбрионов с качеством А, АВ, В и С. 

Оценка эффекта, оказываемого средой  
для культивирования эмбрионов,  

на клетки эндотелия
В экспериментах по оценке пролиферации (оце-

нивали в соответствии с п. 4 раздела “Материалы 
и методы”) и миграции (оценивали в соответствии 
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с п. 5 раздела “Материалы и методы”) использо-
вали раствор, состоящий из равных частей КЭС и 
среды DMEM/F12 с 2.5% ЭТС. Такой раствор по-
зволял восполнить среду для культивирования эн-
дотелиальных клеток необходимыми веществами. 
Поскольку среда G-TL в составе КЭС содержит 
гиалуроновую кислоту, человеческий альбумин и 
другие вещества, способные повлиять на ответ эн-
дотелиальных клеток, необходимо было сравнить 
способность клеток к пролиферации и миграции 
в среде G-TL и среде DMEM/F12 (рис. 1). Показа-
тель пролиферации клеток в присутствии раство-
ра, состоящего из среды DMEM/F12 и среды G-TL 
в равном соотношении с добавлением 2.5% ЭТС, 
был выше уровня пролиферации в присутствии 
среды DMEM/F12 и 2.5% ЭТС (рис. 1a). В связи с 
этим в экспериментах по оценке пролиферации и 
миграции в качестве контроля использовали значе-
ния, полученные при инкубации клеток в раство-
ре, состоящем из среды DMEM/F12 и среды G-TL 
в соотношении 1:1 с добавлением 2.5% ЭТС.

Оценка пролиферативной активности 
эндотелиальных клеток

Клетки вносили в лунки 96-луночного пло-
скодонного планшета в концентрации 2.5×103 в 
100 мкл полной культуральной среды. Спустя сутки 
среду удаляли и вносили 80 мкл раствора, состоя-
щего из равных частей КЭС и культуральной сре-

ды DMEM/F12, содержащей 2.5 % ЭТС. В экспе-
рименте исследовали КЭС от 41 эмбриона разного 
качества. В качестве контролей использовали среду 
DMEM/F12 с 0%, 2.5% и 10% ЭТС, а также раствор, 
состоящий из равных частей среды DMEM/F12 с 
2.5% ЭТС и среды G-TL. По окончании срока ин-
кубации клетки окрашивали 10 мин в 100 мкл 0.2% 
раствора кристаллического фиолетового (Sigma-
Aldrich Chem Co., США), содержащего 5% метано-
ла. После этого планшет шестикратно отмывали 
дистиллированной водой и высушивали. Краситель 
экстрагировали 50% раствором уксусной кислоты. 
Анализ изменения оптической плотности прово-
дили на микропланшетном ридере (BioTec, США) 
при длине волны 540 нм (отсекающая 620 нм). Об 
изменении уровня пролиферации судили по изме-
нению оптической плотности пробы и количеству 
клеток по сравнению с контролем. 

Оценка миграционной активности 
эндотелиальных клеток

Клетки вносили в лунки 96-луночного плоско-
донного планшета в концентрации 3.5×104 в 100 мкл 
полной культуральной среды на основе DMEM/F12. 
Спустя сутки нарушали монослой клеток, прово-
дя вертикальную черту наконечником посередине 
каждой лунки, после чего планшет отмывали рас-
твором Хенкса (Биолот, Россия). Ширину получен-
ной линии фотографировали в трех положениях в 

(a) (b) (c)

Рис. 1. Пролиферация клеток (a), количество мигрировавших клеток (b) и остаточная площадь десквамированного слоя 
клеток (c). 1:1 DMEM/F12 + G-TL 2.5% FBS — уровень миграции клеток в присутствии среды DMEM/F12 и среды G-TL 
с 2.5% ЭТС; DMEM/F12 0% FBS — уровень миграции в присутствии среды с 0% ЭТС; DMEM/F12 2.5% FBS — уровень 
миграции в присутствии среды с 2.5% ЭТС; DMEM/F12 10% FBS — уровень миграции в присутствии среды с 10% ЭТС. 
Достоверность различий: * — p <0.05; *** — p <0.001.
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каждой лунке при помощи камеры AxioCamMR5. 
После этого клеткам заменяли раствор Хенкса на 
70 мкл раствора, состоящего из равных частей КЭС 
и культуральной среды DMEM/F12, содержащей 
2.5% ЭТС. В эксперименте исследовали КЭС от 
41 эмбриона разного качества. Клетки культивиро-
вали в присутствии КЭС в течение 24 ч. В качестве 
контролей использовали среду с 0%, 2.5% и 10% 
ЭТС, а также раствор, состоящий из культуральной 
среды DMEM/F12 с 2.5% ЭТС и среды G-TL в соот-
ношении 1:1. По окончании срока инкубации клет-
ки окрашивали раствором кристаллического фио-
летового, как описано ранее. Для учета полученных 
результатов каждую лунку снова фотографировали 
в трех полях зрения. Анализ полученных данных 
проводили с помощью разработанной ранее в Отде-
ле иммунологии и межклеточных взаимодействий 
ФГБНУ “НИИ АГиР им. Д.О. Отта” компьютер-
ной программы MarkMigration (Россия) [28]. Про-
грамма предназначена для автоматического анали-
за изображений клеточных структур, полученных в 
ходе анализа миграционной активности клеток. Для 
каждого из обрабатываемых изображений програм-
ма позволяет автоматически учитывать остаточную 
площадь линии разрушенного монослоя после ми-
грации и определяет число клеток, расположенных 
внутри данной области. Детектирование клеток 
производится на основе фильтрации изображений 
по пороговому значению цвета клеточного ядра. Об 
изменении миграционной активности клеток суди-
ли по изменению количества мигрировавших кле-
ток в опыте по отношению к контролю, а также по 
изменению площади линии после миграции клеток 
в лунке по сравнению с контролем.

Анализ содержания цитокинов  
в кондиционированных эмбрионами средах 

Содержание цитокинов в КЭС оценивали при 
помощи стандартных наборов для СВА-анали-
за (BD, США), (табл. 1) согласно рекомендациям 

производителя при помощи проточного цитометра 
FACSCanto II (BD, США). В анализ были отобраны 
53 КЭС от 4-клеточных эмбрионов качества А, АВ 
и В. В качестве контроля использовали среду G-TL. 
Выбор цитокинов, качества эмрионов и срок куль-
тивирования был основан на данных литературы, в 
соответствии с которыми стадия 4-клеточного эм-
бриона является наиболее удачной с точки зрения 
обнаружения цитокинов и их роли в регуляции ми-
кроокружения [29–37].

Статистическая обработка результатов
Статистическую обработку результатов прово-

дили в программе GraphPad Prism 8.0.1. с использо-
ванием непараметрического U-критерия Манна–
Уитни, а также применяли поправку Бонферрони. 
Каждое разведение кондиционированных эмбри-
онами сред было проанализировано в одном по-
вторе в каждом эксперименте (пролиферация, ми-
грация — n = 41, СВА-анализ цитокинов — n = 53). 
Каждая контрольная проба была проанализирова-
на в шести повторах при анализе пролиферации и 
миграции и в двух повторах при СВА анализе.

РЕзУЛЬТАТЫ
КЭС эмбрионов на стадии 4 клеток оказали 
большее влияние на пролиферацию клеток 
эндотелия, чем КЭС эмбрионов на стадии  

2 клеток 
При анализе пролиферации клеток сравнивали 

эффект, оказываемый КЭС эмбрионов разного ка-
чества (рис. 2a) и разной клеточности (рис. 2b). Кро-
ме того, проанализировали различия между эффек-
том от КЭС эмбрионов одного качества, но разной 
клеточности (рис. 2b) или одной клеточности, но 
разного качества (рис. 2d). В результате было пока-
зано, что во всех случаях значения пролиферации не 
отличались от контрольного значения. Тем не менее 
пролиферация клеток в присутствии КЭС 4-клеточ-

Таблица 1. Цитокины, оцениваемые в кондиционированных эмбрионами средах

Цитокин Роль цитокина при имплантации Каталожный 
номер

Минимальная регистрируемая 
концентрация

IL-1β Стимулирует инвазию трофобласта [35] 561509 274–200.000 фг/мл
IL-4 Снижение воспаления [38] 561510 274–200.000 фг/мл
IL-5 Способствует децидуализации [39] 561511 274–200.000 фг/мл
IL-6 Стимулирует инвазию трофобласта [39] 561512 274–200.000 фг/мл
IL-8 Стимулирует инвазию трофобласта [39] 561513 274–200.000 фг/мл
IL-10 Снижение воспаления [38] 561514 274–200.000 фг/мл
IP-10 Хемоаттрактант бластоцисты [39, 40] 558280 10–2.500 пг/мл

G-CSF Регулирует развитие трофобласта  
и инвазию [41] 558326 10–2.500 пг/мл

GM-CSF Модулирует хатчинг [42] 558335 10–2.500 пг/мл
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ных эмбрионов была выше пролиферации в присут-
ствии КЭС 2-клеточных эмбрионов (рис. 2b).

Оценка миграционной активности 
эндотелиальных клеток

1. КЭС эмбрионов качества А и АВ стимулировали 
миграционную активность клеток

Миграционную активность оценивали путем 
под счета клеток, мигрировавших в область десква-
мации и измерения остаточной площади этой об-
ласти, не покрытой мигрировавшими клетками. 
В качестве контроля принимали значения, на-
блюдаемые при культивировании клеток в средах 
DMEM/F12 и G-TL в соотношении 1:1 и 2.5% ЭТС. 
Миграционная активность клеток была повышена 
в присутствии КЭС эмбрионов качества А и АВ, что 
выражалось в увеличении количества клеток в зо-
не миграции относительно контроля. КЭС эмбри-
онов качества В и С не влияли на миграцию клеток 
(рис. 3a). Количество мигрировавших клеток после 
инкубации с КЭС эмбрионов качества А было вы-
ше, чем в присутствии КЭС эмбрионов качества В. 
Кроме того, миграция клеток в присутствии КЭС 
эмбрионов качества AB была выше, чем в присут-
ствии КЭС эмбрионов качества А, В и С, что выра-
жалось как в увеличении количества клеток в зоне 
миграции (в случае А, В и С), так и в уменьшении 
остаточной площади (в случае А и С) (рис. 3a). 

2. КЭС эмбрионов на стадии 3 и 4 бластомеров уси-
ливали миграционную активность клеток эндотелия. 
Эффект КЭС эмбрионов на стадии 3 и 8 клеток был 
выше эффекта КЭС 2-клеточных эмбрионов

Анализ миграции клеток в присутствии КЭС 
эмбрионов разной клеточности показал, что ми-

грация в присутствии КЭС эмбрионов на стадии 3 
и 4 клеток была выше по сравнению с контролем, 
что выражалось в увеличении количества мигри-
ровавших клеток. КЭС эмбрионов на стадии 2, 5, 
6, 8 клеток не изменяли миграционную активность 
клеток эндотелия относительно контроля (рис. 3c). 
Количество мигрировавших клеток после инкуба-
ции с КЭС 3-клеточных эмбрионов было выше по 
сравнению с числом, наблюдаемым при инкуба-
ции с КЭС 2-клеточных эмбрионов. Остаточная 
площадь после инкубации с КЭС 8-клеточных эм-
брионов была ниже по сравнению с площадью, на-
блюдаемой после инкубации с КЭС 2-клеточных 
эмбрионов (рис. 3c). 

3. КЭС эмбрионов качества А на стадии 2, 3 и 4 
бластомеров, а также качества С на стадии 4 бласто-
меров усиливали миграционную активность клеток эн-
дотелия

Анализ миграционной активности эндотели-
альных клеток в присутствии КЭС эмбрионов раз-
личной клеточности и качества показал, что КЭС 
эмбрионов качества В на стадии 4, 5 и 8 клеток не 
оказывали влияния на миграционную активность 
клеток эндотелия (рис. 2b). Инкубация клеток в 
присутствии КЭС 4-клеточных эмбрионов каче-
ства С приводила к увеличению количества мигри-
ровавших клеток относительно контроля, а также 
относительно количества, наблюдаемого при инку-
бации с КЭС 2-клеточных эмбрионов того же каче-
ства. Кроме того, в присутствии КЭС 4-клеточных 
эмбрионов качества С наблюдалось снижение оста-
точной площади по сравнению с КЭС 2-клеточных 
эмбрионов того же качества и базовым уровнем 
(рис. 2b). КЭС эмбрионов качества А на стадии 2, 3 
и 4, но не 5 и 6 бластомеров повышали миграцион-

(a) (b) (c) (d)

AB (n
 = 2)

A (n
 = 26

)

B (n
 = 9)

C (n
 = 4)

Con
tro

l (n
 = 16

)

Рис. 2. Пролиферация клеток в присутствии КЭС. (a) — КЭС эмбрионов разного качества (А, АВ, В или С) и среды с 2.5% 
ЭТС; (b) — КЭС эмбрионов разной клеточности (2, 4, 5 или 6 бластомеров); (c) — КЭС эмбрионов разного качества и клеточ-
ности 2 или 4 бластомера; (d) — КЭС эмбрионов качества А разной клеточности (2, 4 или 6 бластомеров); Control — уровень 
пролиферации клеток в средах DMEM/F12 и G-TL в соотношении 1:1 и 2.5% ЭТС. Достоверность различий: ** — p < 0.005.
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Рис. 3. Количество мигрировавших клеток и остаточная площадь десквамированного слоя клеток в присутствии КЭС. (a) — КЭС 
эмбрионов разного качества (А, АВ, В или С); (b) — КЭС эмбрионов качества В разной клеточности (4, 5 или 8 бластомеров); (c) — 
КЭС эмбрионов качества С разной клеточности (2, 3 или 4 бластомера); (d) — КЭС эмбрионов качества А разной клеточности (2, 
3, 4, 5 или 6 бластомеров); (e) — КЭС эмбрионов разной клеточности (2, 3, 4, 5, 6 или 8 бластомеров); (f) — КЭС эмбрионов разного 
качества и клеточности. Control — уровень пролиферации клеток в средах DMEM/F12 и G-TL в соотношении 1:1 и 2.5% ЭТС. До-
стоверность различий: * — p <0.05; ** — p < 0.01; *** — p <0.001.
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Рис. 3. 
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ную активность клеток эндотелия, что выражалось 
в увеличении количества клеток в зоне миграции 
относительно контроля (рис. 3c). Кроме того, ко-
личество мигрировавших клеток после инкубации 
с КЭС 3-клеточных эмбрионов качества А было вы-
ше, чем после инкубации с КЭС эмбрионов каче-
ства А на стадии 2 и 6 клеток (рис. 3c). 

4. Среди 4-клеточных эмбрионов на миграционную 
активность клеток эндотелия наибольший эффект 
оказывали КЭС эмбрионов качества А и С

Сравнение эффекта КЭС эмбрионов одной кле-
точности, но разного качество показало, что в при-
сутствии КЭС 4-клеточных эмбрионов качества А 
количество мигрировавших клеток было выше, чем 
в присутствии КЭС 4-клеточных эмбрионов ка-
чества В. Остаточная площадь после инкубации с 
КЭС 4-клеточных эмбрионов качества А была боль-
ше, чем площадь после инкубации с КЭС 4-клеточ-
ных эмбрионов качества С (рис. 3e).

Таким образом, наибольший эффект в отноше-
нии миграционной активности эндотелиальных 
клеток оказывали КЭС эмбрионов на стадии 4 кле-
ток качества А, АВ и С. 

Оценка содержания цитокинов
В ходе анализа было исследовано содержание 

9 цитокинов (табл. 1) в 53 образцах КЭС. В качестве 
образцов выбрали КЭС 4-клеточных эмбрионов ка-
чества А и АВ, поскольку они оказали наибольшее 
влияние на пролиферацию и миграцию эндотели-
альных клеток, что связано с содержанием в них 
активных веществ. Кроме того, проанализировали 
КЭС 4-клеточных эмбрионов качества В. В резуль-
тате анализа не удалось выявить стабильного со-

держания ни одного из выбранных цитокинов. Ни 
в одной пробе КЭС эмбриона качества В не были 
обнаружены цитокины. Полученные результаты 
для всех образцов представлены в дополнительных 
материалах (табл. 1).

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящем исследовании были изучены эм-

бриональные жидкости от 94 эмбрионов различно-
го качества. В частности, оценивали содержание в 
них цитокинов и влияние на пролиферацию и ми-
грацию клеток эндотелия. 

Содержание цитокинов с указанием методов 
исследования и источников указано в табл. 3. Ана-
лиз литературы показал, что наибольшая часто-
та выявления цитокинов в кондиционированных 
эмбрионами средах происходит на второй день 
культивирования или на стадии 4 клеток [29–37]. 
Информации о наличии цитокинов IL-4, IL-5,  
IP-10, G-CSF в составе КЭС не было обнаружено. 
Тем не менее показано, что трофобласт способен к 
секреции противовоспалительных цитокинов IL-4, I 
L-5 и провоспалительного G-CSF, что способству-
ет развитию беременности (табл. 1) [38, 43, 44].  
IP-10 (CXCL-10) является важнейшим хемоат-
трактантом бластоцисты и его секреция разными 
клетками при имплантации уточняется [39, 40]. 
В результате анализа не удалось обнаружить вы-
соких концентраций перечисленных цитокинов. 
Поскольку чувствительность используемых нами 
наборов была высокой (табл. 1), мы полагаем, что 
полученные результаты не совпадают с результата-
ми, приведенными в табл. 3, из-за разницы в схемах 
инкубации эмбрионов. Согласно приведенным в 

Таблица 3. Содержание цитокинов в КЭС и методы их обнаружения

Цитокин Концентрация Метод обнаружения и чувствительность Ссылка

IL-1β 37 ± 5 пг/мл ELISA; сутки инкубации, чувствительность 2 пг/млм [45]
IL-4 — — —
IL-5 — — —

IL-6

49.4 ± 30.2 пг/мл Оценка роста клеточной линии В13.29, зависимой от IL-6; 
сутки инкубации, чувствительность 2.5 пг/мл [8]

0.4827 ± 0.2933 пг/мл SIMOA Cytokine 3-plex A kit; 5 и 6 дни инкубации, 
чувствительность 0.0060 пг/мл [11]

100 — 2000 пг/мл ELISA, Chemikine human IL-6 EIA Kit; [46]

IL-8
2320.0 ± 111.2 единиц 

сопротивления переноса заряда, Rct

Электрохимическая импедансная спектроскопия с 
модификациями [47]

4.56 ± 1.81 пг/мл ELISA, eBioscience, BMS204/3MST; 3 и 4 дни инкубации [47]

IL-10 0.0091 ± 0.0069 пг/мл SIMOA Cytokine 3-plex A kit; 5 и 6 дни инкубации, 
чувствительность 0.0022 пг/мл [11]

IP-10 — — —
G-CSF — — —

GM-CSF Не обнаружен Affymetrix Procarta immunoassays; 2 и более суток 
инкубации, чувствительность 1.2–2.000 пг/мл [31]
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таблице источникам, концентрация цитокинов мо-
жет сильно варьировать в зависимости от продол-
жительности инкубации и количества бластомеров. 

Тем не менее мы обнаружили, что исследуемые 
кондиционированные эмбрионами среды обла-
дают функциональной активностью, поскольку 
они воздействовали на миграцию эндотелиальных 
клеток. При этом отмечались различия в эффекте 
кондиционированных сред от эмбрионов разного 
качества и клеточности. Причинами этого могут 
быть: 1) различия в уровне синтеза эмбрионами 
факторов, воспринимаемых эндотелием; 2) разли-
чия в способности эмбрионов поглощать вещества, 
входящие в состав КЭС: компоненты среды для 
культивирования, а также факторы, выделяемые 
самими эмбрионами.

В результате оценки влияния КЭС на пролифе-
рацию эндотелиальных клеток было показано, что 
КЭС 4-клеточных эмбрионов усиливали пролифе-
рацию клеток по сравнению с КЭС 2-клеточных 
эмбрионов. Тем не менее оба эти показателя досто-
верно не отличались от контрольного уровня. Из 
этого можно сделать вывод, что эмбрионы на ста-
дии 4 клеток поглощают меньше питательных ве-
ществ из среды либо же выделяют большее количе-
ство цитокинов, чем эмбрионы на стадии 2 клеток, 
однако в пределах контрольных значений.

Что касается результатов, полученных в ходе 
оценки миграции эндотелия, КЭС эмбрионов на 
стадии 3 и 4 клеток также оказали большее влия-
ние на эндотелий, нежели жидкости 2-клеточных 
эмбрионов, что подтверждает предположение об их 
более эффективном синтезе цитокинов, либо ме-
нее эффективном поглощении цитокинов из среды. 
Кроме того, можно предположить, что с увеличе-
нием клеточности логично ожидать увеличение ин-
тенсивности синтеза эмбрионом цитокинов и, как 
следствие, увеличение влияния на клетки эндоте-
лия. Отчасти такой эффект наблюдался и КЭС эм-
брионов на стадии 8 клеток уменьшали остаточную 
площадь десквамированного слоя эндотелиальных 
клеток относительно уровня, наблюдаемого в при-
сутствии КЭС 2-клеточных эмбрионов (но не кон-
трольного уровня). Тем не менее наибольший эф-
фект на миграционную способность эндотелия, а 
именно на количество мигрировавших клеток, ока-
зали КЭС, полученные от эмбрионов 3 и 4 клеток. 

Если оценивать связь между качеством эмбрио-
нов и силой их влияния на способность эндотели-
альных клеток к миграции, наилучшие результаты 
показали КЭС эмбрионов качества А и АВ. КЭС 
эмбрионов качества С на стадии 4 клеток также 
увеличивали количество мигрировавших клеток 
относительно контроля. Наименьший эффект ока-
зывали КЭС эмбрионов качества В. 

Таким образом, в настоящем исследовании мы 
показали, что жидкости, полученные от эмбрионов 

качества А и АВ, состоящих из 3 или 4 клеток, ока-
зывают наибольший эффект на функциональную 
активность эндотелиальных клеток. В дальнейшем 
требуется определить природу активных молекул, 
входящих в состав этих жидкостей, которые могут 
служить потенциальными маркерами для опреде-
ления наилучших эмбрионов.

Среди цитокинов и других факторов, стимули-
рующих ангиогенез, можно выделить эстроген [48], 
хорионический гонадотропин (hCG) [49], VEGF 
[50], PIGF [51], FGF [52], EGF [53], ангиопоэтины 
[54, 55], матриксные металлопротеиназы (MMPs) 
[56] и другие факторы [53]. Поскольку показано, 
что hCG эмбрион выделяет начиная с 8 суток [57], 
а эстроген и прогестерон синтезируются уже сфор-
мированной плацентой [58, 59], исследуемые эм-
брионы не могли выделять их и активировать эндо-
телиальные клетки. Клетки трофобласта являются 
активными продуцентами MMPs. Показано, что 
они секретируют MMPs в ходе децидуализации эн-
дометрия [60], однако способен ли трофобласт к их 
секреции до прикрепления бластоцисты к матке, 
не установлено. Одним из наиболее вероятных ме-
таболитов, способных повлиять на активность эн-
дотелия, является VEGF. В одном из исследований 
показали, что VEGF-A секретируется клетками эм-
бриона на ранних стадиях развития и что он (но не 
другие цитокины: EGF, LIF, CSF-1, IFNγ, IGF-I, 
IGF-II, IL-1β, IL-6, IL-10, PDGF, TGFα, TGFβ, 
PlGF, hCG) активирует пролиферацию клеток ли-
нии hEMVEC [61]. Еще одной группой соедине-
ний, оказывающих эффект на клетки окружения 
эмбриона, являются микроРНК: так, для hsa-miR-
320a показан эффект в отношении миграции клеток 
стромы эндеметрия [62]. Таким образом, влияние 
на функциональную активность эндотелиальных 
клеток предположительно могли оказывать различ-
ные метаболиты в составе КЭС (аминокислоты, со-
ли, глюкоза) [36], VEGF-A [61], различные хемоки-
ны, например CCL15 [33] и микроРНК [62].

Подводя итог, в настоящем исследовании мы по-
казали, что КЭС эмбрионов на стадии 4 клеток ока-
зывают влияние на пролиферацию эндотелиальных 
клеток, а на стадии 3 или 4 клеток — на их мигра-
цию. КЭС экмбрионов качества А, АВ и С усили-
вают миграцию эндотелия. Цитокины IL-1β, IL-4, 
IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IP-10, G-CSF и GM-CSF не 
определяются в КЭС 4-клеточных эмбрионов после 
2 суток культивирования. Тем не менее КЭС эм-
брионов уже на этом сроке обладают активностью в 
отношении эндотелиальных клеток. В связи с этим 
необходимо исследовать природу входящих в их со-
став веществ с целью их использования как потен-
циальных маркеров для выбора лучших эмбрионов. 
Использованный нами подход для определения 
качества эмбрионов при помощи оценки влияния 
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КЭС на эндотелиальные клетки в целом совпадает с 
морфологической оценкой и может быть использо-
ван для дополнительного скрининга. Учитывая, что 
некоторые КЭС от эмбрионов B и C также обладали 
функциональной активностью в отношении эндо-
телия, предлагаемый нами тест может лечь в основу 
отбора для подсадки эмбрионов качеством ниже А.
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EMBRYO-CONDITIONED MEDIA AFFECT THE FUNCTIONAL STATE  
OF ENDOTHELIAL CELLS
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Currently, the main method of selecting high-quality embryos in assisted reproduction is based on morphological 
evaluation. In order to standardize the selection process and increase transfer efficiency, it is necessary to devel-
op other objective, non-invasive methods. One potential approach is the assessment of soluble factors in media 
samples collected during embryo incubation. The aim of the study was to determine the levels of IL-1β, IL-4, 
IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IP-10, G-CSF, and GM-CSF in embryo-conditioned media, as well as assess the effect 
of these media on the functional activity of endothelial cells. We did not find stable levels of these cytokines in 
the embryo-conditioned medium after 2 days of incubation. Nevertheless, the media obtained from embryos of 
quality A and AB, consisting of 3 or 4 cells, had an effect on the proliferation and migration of endothelial cells. In 
the future, it will be necessary to identify the nature of active molecules present in embryo-conditioned media in 
order to determine their potential as markers for selecting the best embryos.

Keywords: embryo quality, embryo supernatants, embryo cytokines


