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НАСТУПЛЕНИЕ БЕРЕМЕННОСТИ И РОДЫ У ПАЦИЕНТОК ПОСЛЕ КОРРЕКЦИИ 
РАСПОЛОЖЕНИЯ ПРОНУКЛЕУСОВ В ООЦИТАХ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 

ИОНОФОРА КАЛЬЦИЯ

Аннотация

Актуальность: Непрерывное совершенствование 
методов вспомогательных репродуктивных технологий 
(ВРТ) помогает преодолеть практически все виды бес-
плодия.  В настоящее время в репродуктивной медицине 
широко используется интрацитоплазматическая инъек-
ция сперматозоидов (ИКСИ), которая позволяет получить 
оплодотворенные ооциты в случаях тяжелого мужского 
или идиопатического бесплодия. Но даже зиготы с дву-
мя пронуклеусами не всегда могут правильно развиваться 
и дойти до стадии бластоцисты.  Важным критерием для 
образования нормальной бластоцисты является централь-
ное расположение пронуклеусов в зиготе. Поиск методов, 
повышающих эффективность программ ВРТ, является 
одним из наиболее актуальных вопросов репродуктивной 
медицины.

Цель исследования – изучить влияние ионофора 
кальция на расположение пронуклеусов в зиготах, развив-
шихся из недостаточно активированных ооцитов, и часто-
ту наступления беременности после переноса эмбрионов 
на стадии бластоцисты.

Методы: В статье описаны 5 клинических случаев 
применения ионофора кальция после неудачных про-
грамм ИКСИ. Во всех случаях отмечалось нецентральное 
расположение пронуклеусов в предыдущих программах. 
Для коррекции расположения пронуклеусов в оплодотво-
ренных ооцитах использовался ионофор кальция после 
метода ИКСИ. 

Результаты: Наступление клинической беременности 
отмечалось в 80% случаев. После использования ионофо-
ра кальция 83% ооцитов были нормально оплодотворены 
и имели центральное расположение пронуклеусов. Также 
было получено 40% бластоцист хорошего и отличного ка-
чества. У 4-х пациенток наблюдалась одноплодная бере-
менность и на данный момент все беременности окончи-
лись родами. Исход программы у 5-й пациентки остался 
неизвестен.

Заключение: Активация ооцитов ионофором кальция 
после ИКСИ может быть использована для коррекции 
локализации пронуклеусов, что может влиять на эффек-
тивность имплантации бластоцисты и, соответственно, на 
благополучный исход программы ВРТ.
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Введение: При оплодотворении у млекопитающих 

сперматозоид инициирует серию физиологических ре-
акций, которые активируют развитие зрелого ооцита, 
задержанного в метафазе II, в зиготу и ранний эмбрион. 
В метафазе II у ооцитов млекопитающих наблюдается 
отчетливая серия колебаний концентрации свободного 
цитозольного Ca2+, которые продолжаются в течение не-
скольких часов после взаимодействия гамет [1]. Иници-
ирование колебаний концентрации кальция в цитоплазме 
ооцита происходит при взаимодействии с белками спер-
матозоида – фосфолипазой С дзета (англ. Phospholipase 
C ζ, PLCζ) и факторами активации сперматозоидов (англ. 
Sperm–born Oocyte Activating Factors, SOAF), среди кото-
рых наибольшее внимание уделено постакросомальному 
WW–домен–связывающему белку (англ. Post Acrosomal 
WW–Domain–binding Protein, PAWP) [2]. Перечислен-
ные протеины играют решающую роль в инициации ко-
лебаний Ca2+ и, следовательно, в успехе нормального 
развития зиготы. Мутации и аномалии PAWP, а также де-
фицит свободного Ca2+ могут негативно сказываться на 
эффективности оплодотворения и дробления вследствие 
недостаточной активации ооцитов (НАО). Это остает-
ся основной причиной полного отсутствия или низкого 
уровня оплодотворения в программах ВРТ. В настоящее 
время для преодоления этой проблемы рассматриваются 
различные подходы к искусственной активации ооцитов 
(ИАО), включающие механические, электрические или 
химические стимулы [3].

ИАО применяется в области репродуктивной меди-
цины уже более 10 лет и показывает высокую эффек-
тивность у пар с полным отсутствием оплодотворения и 
тяжелыми случаями мужского бесплодия [4-8], но оста-
ется экспериментальной методикой. ИАО исследуется на 
животных моделях с 1970х годов. Первые исследования 
показали, что химический стимул ионофором A23187 
высвобождает Ca2+ из внутриклеточных запасов, а пря-
мая инъекция Ca2+ в яйцеклетки мыши индуцирует раз-
витие партеногенетических эмбрионов, которые доходили 
до стадии бластоцисты [9]. ИАО не имитирует процесс 
оплодотворения в точности, но вызывает один большой 
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скачок Ca2+. Поэтому наиболее распространенный про-
токол активации яйцеклеток человека включает готовый к 
использованию ионофор A23187 после интрацитоплазма-
тической инъекции сперматозоида (ИКСИ) [10].

Помимо прочего, свободный цитозольный кальций 
оказывает влияние на локализацию и слияние прону-
клеусов в зиготе. Он участвует в ингибировании работы 
циклин–зависимых протеинкиназ и инициирует продол-
жение клеточного цикла яйцеклетки [3]. 

В настоящее время происходит поиск диагностиче-
ских подходов в прогнозировании НАО в программах 
ВРТ. Так, использование иммунофлуоресцентного анали-
за гена фосфолипазы С дзета в сперматозоидах позволяет 
с высокой точностью определять вероятность НАО и воз-
можность применения таргетной терапии у пациентов с 
аномалиями этого протеина [11].

Мы предполагаем, что при дефиците свободного каль-
ция может наблюдаться оплодотворение с нецентраль-
ным расположением пронуклеусов. Часто при подсадке 
эмбрионов, развившихся из таких зигот, беременность не 
наступает. Ионофор кальция может быть рекомендован 
для ИАО у пар, имеющих в анамнезе неудачные попыт-
ки ИКСИ, периферическую локализацию пронуклеусов 
в ооцитах или отсутствие беременности после переноса 
бластоцист, сформировавшихся из зигот с нецентральным 
расположением ядер. 

Цель исследования – изучить влияние ионофора 
кальция на расположение пронуклеусов в зиготах, развив-
шихся из недостаточно активированных ооцитов, и часто-
ту наступления беременности после переноса эмбрионов 
на стадии бластоцисты.

Материалы и методы: В нашем исследовании уча-
ствовали 5 пар с первичным бесплодием, из них у двух 
наблюдалось бесплодие неясного генеза. В трёх парах у 

Рисунок 1 – Центральное (А) и нецентральное (Б) расположение пронуклеусов

мужчин отмечалось снижение концентрации и морфо-
логии сперматозоидов, а при оплодотворении в зиготах 
пронуклеусы имели нецентральное положение, что сви-
детельствовало о НАО. В предыдущих циклах (1-2 попыт-
ки) у этих пар не применялся ионофор кальция. В нашей 
статье мы провели сравнение пациентов одной и той же 
группы, у которых в предыдущей попытке мы не приме-
няли ионофор кальция, а во второй попытке использовали 
ионофор. В предыдущих попытках (без ионофора) нами 
были получены в среднем 5 ооцитов, из них были успеш-
но оплодотворены 79%. При этом, все зиготы имели не-
центральное расположение пронуклеусов. После перено-
са бластоцист случаев беременности отмечено не было.

Процедура ИКСИ проводилась стандартным методом 
[12] на инвертированном микроскопе Olympus IX73. ИАО 
проводили при помощи ионофора кальция (94260, Kitazato 
Corp., Япония) в течение 10 минут после инъекции спер-
матозоида. После осуществлялась промывка клеток куль-
туральной средой (SAGE, Дания) и дальнейшее культиви-
рование до 5–х суток при 37оС и 6.3% СО2 в инкубаторе 
ESCO MIRI TL. Оценка оплодотворения осуществлялась 
спустя 16–18 часов. Перенос эмбрионов в полость матки 
осуществлялся на 5 сутки.

Так как данная методика является экспериментальной, 
то активация ионофором кальция была проведена с пись-
менного разрешения пациентов.

Результаты: В цикле, где для ИАО был использован 
ионофор кальция, было получено 83% корректно опло-
дотворенных ооцитов. Из них, 88% имели центральное 
расположение пронуклеусов (рисунок 1 А), а оставшиеся 
12% – нецентральное (рисунок 1 Б). Бластоцисты, развив-
шиеся из зигот с центральным положением пронуклеусов, 
были отобраны для переноса в полость матки (таблица 1).

БА
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Наступление беременности было отмечено у 4 из 5 
(80%) пациенток, все эти беременности окончились рода-
ми. Статус одной из пациенток остался неизвестен.

Обсуждение: На сегодняшний день все большее число 
исследований показывают эффективность и безопасность 
применения для ИАО химических индукторов, таких как 
ионофоры. Это положительно влияет на частоту оплодот-
ворения, образования бластоцист, имплантации, насту-
пления беременности и повышает коэффициент живоро-
ждения, причем не сказывается на частоте выкидышей, 
врожденных аномалий и соотношении полов у рожден-
ных детей [13, 14]. E. Isachenko et al. также рассмотрели 
применение ионофора кальция у пациентов с нецентраль-
ным расположением пронуклеусов и отметили успешное 
наступление беременности при коррекции ионофором 
[15]. Исследователями из Турции показана эффектив-
ность применения ионофора кальция у 946 пациенток со 
сниженным овариальным резервом при нормальных па-
раметрах спермы их партнеров: частота оплодотворения, 
имплантации, беременности и живорождения для группы 
с ионофором кальция и контрольной группы составили 
60,7% и 55,4%, 12,8% и 10,7%, 21% и 12,8% и 10,9% и 
6,1%, соответственно [16].

Таблица 1 – Результаты программ ВРТ с применением ионофора кальция у 5 пар с первичным бесплодием

Показатели Группы

Ионофор кальция (–) Ионофор кальция (+)

Средний показатель на пациента 
(общий показатель в группе)

% Средний показатель на пациента 
(общий показатель в группе)

%

Число ооцитов 7±3 (42) 8±2 (41)

Частота оплодотворения 5±2 (31) 79% 6±3 (34) 83%

Наступление дробления 4±2 (29) 93,5% 6±3 (32) 94%

Частота бластуляции 3±1(14) 48% 4±1(18) 56%

Частота имплантации 0 (5) 0% 4 (5) 80%

Частота наступления 
клинической беременности

0 (5) 0% 4 (5) 80%

Частота живорождения 0 (5) 0% 4 (5) 80%

Полное отсутствие 
оплодотворения

11 (42) 26% 9 (41) 22%

Заключение: Наше исследование показало, что при-
менение ионофора кальция у пациенток, прошедших ряд 
неудачных программ ИКСИ (1-2 неудачных попыток на 
пару), позволяет скорректировать последствия НАО. Ис-
кусственная активация ооцитов ионофором кальция поло-
жительно сказалась на результатах имплантации эмбрио-
на и наступления беременности. Из 4 известных случаев 
все завершились рождением здоровых детей. Необходимо 
собрать больше статистических данных  для исследова-
ния, чтобы подтвердить  реальность улучшения процеду-
ры коррекции пронуклеусов с использованием ионофора 
кальция. 
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КАЛЬЦИЙ ИОНОФОРЫН ҚОЛДАНУ АРҚЫЛЫ ООЦИТТЕРДЕГІ  
ПРОНУКЛЕУСТЕРДІҢ ОРНАЛАСУЫ ТҮЗЕТІЛГЕН ПАЦИЕНТТЕРДЕГІ ЖҮКТІЛІК 

ЖӘНЕ БОСАНУ

Андатпа

Өзектілігі: Қосалқы репродуктивті технологиялар (ҚРТ) әдістерін үздіксіз жетілдіру бедеуліктің көптеген түрлерін 
емдеуге көмектеседі. Қазіргі уақытта интрацитоплазмалық сперматозоидтың инъекциясы (ИКСИ) ұрықтандырылған 
ооциттерді алуға мүмкіндік беретін ауыр ерлер бедеулігі немесе идиопатиялық бедеулік жағдайында репродуктивті ме-
дицинада кеңінен қолданылады. Бірақ екі пронуклеусті зиготалардың өзі әрқашан дұрыс дамып, бластоциста сатысына 
жете алмайды. Қалыпты бластоцистаның түзілуінің маңызды критерийі – пронуклеустердің зиготадағы орталық орна-
ласуы. ҚРТ бағдарламаларының тиімділігін арттыратын әдістерді іздеу – репродуктивті медицинадағы ең өзекті мәсе-
лелердің бірі болып табылады.

Мақсаты – ИКСИ бағдарламаларында кальций ионофорын қолдану арқылы пронуклеустердің орналасуын түзету 
нәтижесінде ооциттерден алынған бластоцисталарды жатыр қуысына тасымалдаудан кейінгі жүктілік және босану ту-
ралы хабарлау.

Әдістер: Біздің зерттеуіміз сәтсіз ИКСИ бағдарламаларынан кейін кальций ионофорын қолданудың 5 клиникалық 
жағдайын сипаттайды. Барлық жағдайларда алдыңғы бағдарламаларда пронуклеустердің орталық емес орналасуы бай-
қалған. Ұрықтанған ооциттерде пронуклеустердің орналасуын түзету үшін интрацитоплазмалық инъекциядан кейін 
кальций ионофоры қолданылды.

Нәтижелер: Эмбриондар 5-ші күні жатыр қуысына тасымалданды. Клиникалық жүктіліктің басталуы 80% жағдай-
да байқалды. Кальций ионофорын қолданғаннан кейін интрацитоплазмалық сперматозоидтың инъекциясы жасалған 
ооциттердің 83% қалыпты түрде ұрықтандырылды және пронуклеустердің орталық орналасуына ие болды. Сондай-ақ 
жақсы және өте жақсы сапалы бластоцисттердің 40%-ы алынды. 4 науқаста бір ұрықты жүктілік байқалды және қазіргі 
уақытта барлық жүктілік босанумен аяқталды. 5-ші науқас бағдарламасының нәтижесі белгісіз болып қалды.

Қорытынды: ИКСИ-ден кейін кальций ионофорымен ооциттерді белсендіру пронуклеустердің орналасуын түзету 
үшін пайдаланылуы мүмкін, бұл бластоциста имплантациясының тиімділігіне және сәйкесінше ҚРТ бағдарламасының 
сәтті нәтижесіне әсер етуі мүмкін.

Түйінді сөздер: ICSI, кальций ионофоры, пронуклеустер, ооциттердің қосалқы активтенуі, жүктілік
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PREGNANCY AND CHILDBIRTH IN PATIENTS AFTER CORRECTION OF THE 
POSITION OF PRONUCLEI IN OOCYTES USING A CALCIUM IONOPHORE

Abstract

Relevance: Continuous improvement of assisted reproductive technologies (ART) helps treat most types of infertility. 
Currently, intracytoplasmic sperm injection (ICSI) is widely used in reproductive medicine in cases of severe male or idiopathic 
infertility, which allows for obtaining fertilized oocytes. But even zygotes with two pronuclei cannot always develop correctly 
and reach the blastocyst stage. An important criterion for forming a normal blastocyst is the central location of the pronuclei 
in the zygote. The search for methods that increase the effectiveness of ART programs is one of the most current issues in 
reproductive medicine.

The study aimed to report pregnancy and childbirth after the transfer of oocyte-derived blastocysts due to pronuclear position 
correction using calcium ionophores in ICSI programs.

Methods: Our study describes five clinical cases of calcium ionophore use after unsuccessful ICSI programs. In all cases, the 
non-central position of the pronuclei was noted in previous programs. After intracytoplasmic injection, a calcium ionophore was 
used to correct the pronuclei position in fertilized oocytes.

Results: Embryos were transferred into the uterine cavity on Day 5. The onset of clinical pregnancy was noted in 80% of 
cases. After using calcium ionophore, 83% of oocytes that received intracytoplasmic sperm injection were normally fertilized 
and had a central position of pronuclei. Also, 40% of good to excellent-quality blastocysts were obtained. In 4 patients, a 
singleton pregnancy was observed, and at the moment, all pregnancies ended in childbirth. The outcome of the fifth patient’s 
program remained unknown.

Conclusion: Activation of oocytes with a calcium ionophore after ICSI can be used to correct the position of pronuclei, 
which can affect the efficiency of blastocyst implantation and, accordingly, the successful outcome of the ART program.

Keywords: ICSI, calcium ionophore, pronuclei, assisted oocyte activation, pregnancy
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