
ISSN 1810-7834. Вісн. Óкр. тов-ва ãенетиків і селекціонерів. 2011, том 9, № 2 283

© П.à. òðîöüêèЙ, 2011

Îц³íкà жèòòєздàòíоñò³ декоíñеðвовàíèх ооцèò-кумуëюñíèх компëекñ³в коð³в...

П
.А

. Т
ð

о
ц

üк
è

й

óäê 636.2:57.086.83:591.31

ÎЦ²Нка  жиÒÒєÇдаÒНÎÑÒ²  декÎНÑервÎваНих 
ÎÎЦиÒ-куÌулÞÑНих  кÎÌплекÑ²в  кÎр²в, 
ÇаÌÎрÎжеНих  НадшвидкиÌ  ÌеÒÎдÎÌ

П.à. òðîöüêèЙ 
Інститут розведення ³ генетики тварин ÍààÍ
óкраїна, 08321, êиївська обл., Борисп³льський р-н, с. ×убинське, вул. Погребняка, 1
е-mail: trotskiy_pa@ukr.net

Наведено результати експериментальних досліджень із оцінки життєздатності декон-
сервованих ооцит-кумулюсних комплексів корів кріоконсервованих надшвидким мето-
дом. Проведено культивування in vitro ãамет корів, що були кріоконсервовані при вико-
ристанні різних концентрацій етиленãліколю і пропандіолу з наступним їх заплідненням 
та морфолоãічний і цитоãенетичний аналізи яйцеклітин і отриманих in vitro ембріонів. 
Встановлено, що життєздатність деконсервованих ãамет корів заморожених надшвид-
ким методом залежить від концентрації етиленãліколю і пропандіолу у еквілібраційному 
і вітрифікаційному розчинах.
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вñòуп. ìетоди збер³гання ооцит³в ³ еìбр³он³в надзвичайно важлив³ для роз-
витку тваринництва, б³олог³ї та ìедицини. äосл³дники, як³ працюють у га-

луз³ б³олог³ї розвитку ссавц³в, зокреìа великої рогатої худоби, пост³йно стика-
ються з проблеìою одержання гаìет саìиць на р³зних стад³ях ìейозу та еìб-
р³он³в р³зних стад³й розвитку. Проте пост³йне їх отриìання в необх³дн³й к³лькост³ 
потребує великих затрат часу ³ ф³нанс³в. ãлибоке заìорожування в р³дкоìу азот³ 
до теìператури –196 °ñ (в такоìу стан³ кл³тини ìожуть збер³гатись рокаìи) 
ìоже деякою ì³рою вир³шити цю проблеìу. Інтенсивна розробка ³ впроваджен-
ня у виробництво технолог³ї трансплантац³ї еìбр³он³в великої рогатої худоби 
також спонукала до розробки ìетоду збер³гання гаìет у р³дкоìу азот³ з вико-
ристанняì кр³опротектор³в [1 – 4]. З анал³зу л³тературних даних в³доìо, що 
кр³оконсервування гаìет тварин ³ особливо кор³в достатньо ³нфорìативн³ ³ 
св³дчать про великий ³нтерес вчених ³ практик³в до вивчення ц³єї проблеìи. îс-
новн³ досл³дження були направлен³ на вивчення д³ї кр³опротектор³в на гаìети 
при кр³оконсервуванн³, розробку сучасних ìетод³в їх збереження та вивчення 
процес³в кр³опошкодження ³ кр³озахисту. âажливе значення для впровадження 
ìетод³в кр³оконсервування, збер³гання ³ практичного використання генетично-
го ìатер³алу в плеì³нноìу тваринництв³ є ³нтенсивне використання ооцит³в, яй-
цекл³тин ³ еìбр³он³в с³льськогосподарських тварин, отриìаних як in vivo, так ³ in 
vitro. Íепередбачуван³сть результат³в кр³оконсервування гаìет кор³в у кожноìу 
окреìоìу випадку робить процес їх заìорожування технолог³чниì ³ затратниì. 
ó зв’язку з циì вивчення технолог³чних питань використання кр³опротектор³в у 
екв³л³брац³йноìу та в³триф³кац³йноìу розчинах є досить актуальниì [5 – 8]. 
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ìетою досл³джень було оц³нити жит-
тєздатн³сть ³ дозр³вання поза орган³зìоì 
деконсервованих ооцит-куìулюсних коì-
плекс³в кор³в, що були кр³оконсервован³ 
надшвидкиì ìетодоì з використанняì 
р³зних концентрац³й етиленгл³колю ³ про-
панд³олу в екв³л³брац³йноìу та в³триф³ка-
ц³йноìу розчинах. 

Ìàòåð³àëè ³ мåòодè
îб’єктоì експериìентальних досл³д-

жень були ооцит-куìулюсн³ коìплекси 
кор³в. îоцити отриìували шляхоì надр³зу 
лезоì видиìих антральних фол³кул³в, ви-
ìивали середовищеì äюльбекко, вилов-
лювали пастер³вською п³петкою та оц³ню-
вали за ìорфолог³чниìи ознакаìи п³д 
ì³кроскопоì. äля заìорожування вико-
ристовували ооцити кор³в ³з гоìогенною 
тонкозернистою ооплазìою, неушкодже-
ною прозорою оболонкою, щ³льниì або 
частково розпушениì куìулюсоì. Перед 
заìорожуванняì гаìети обробляли 
екв³л³брац³йниì розчиноì (10 хв.) пот³ì 
переносили у в³триф³кац³йний розчин 
(30 с). åкв³л³брац³йний та в³триф³кац³йний 
розчини були приготовлен³ (об’єìне сп³в-
в³дношення) на фосфатно-сольовоìу бу-
фер³ äюльбекко з додаванняì 20 % сиро-
ватки кров³ кор³в, яку попередньо ³накти-
вували при 56 °ñ протягоì 30 хв. 
âиведення кр³опротектор³в п³сля розìо-
рожування гаìет кор³в проводили шляхоì 
перенесення їх на 10 хв у розчин 1,0 ì са-
харози. Пот³ì кл³тини трич³ в³дìивали 
 середовищеì ì–199, оц³нювали за ìор-
фолог³чниìи ознакаìи ³ переносили в се-
редовище для культивування. îоцит-куìу-
люсн³ коìплекси кор³в культивували в чо-
тирьохлункових планшетах протягоì 27 
год, при теìператур³ 38,5 °ñ, 5 % ñî2 у 
пов³тр³, в краплях середовища 199 з 10 % 
попередньо ³нактивованою сироваткою 
кров³ кор³в, 2,5 ìкг/ìл Фñã, 1,0 ìкг/ìл 
естрад³олу, 2,5 ìîд/ìл люте³н³зуючого 
горìону, 2,0 ìì натр³ю п³рувату, 2,92 ìì 
кальц³ю лактату, 40 ìкг/ìл гентаì³цину. 

×астина гаìет кор³в п³сля культивування 
поза орган³зìоì п³длягала цитогенетич-
ноìу анал³зу, цитогенетичн³ препарати го-
тували за ìетодоì Tarkowski A.K. [9], за-
барвлювали 2,0 % розчиноì ã³ìза та до-
сл³джували п³д ì³кроскопоì. ðешта 
нативних (контрольна група) та деконсер-
вованих яйцекл³тин п³сля дозр³вання поза 
орган³зìоì п³длягала запл³дненню in vitro. 
äля запл³днення in vitro яйцекл³тин кор³в 
використовували заìорожену сперìу бу-
гая. êапацитац³ю сперìатозоїд³в зд³йсню-
вали гепариноì (100 од/ìл) за ìетоди-
кою Parrish J.J. et al. [10]. ñп³льне ³нкубу-
вання яйцекл³тин ³ сперìатозоїд³в 
проводили в терìостат³ при теìператур³ 
38,5 °ñ, 5 % ñî2 в пов³тр³, в краплях середо-
вища Fert.-TALP. П³сля 12–18 год сп³льно-
го ³нкубування яйцекл³тини ³ зиготи в³дìи-
вали в³д прилиплої сперìи ³ переносили в 
крапл³ середовища CDM для подальшого 
культивування. öитогенетичн³ препарати 
гаìет п³сля запл³днення in vitro та зародк³в 
готували за ìетодоì Ushijima ì. et al. [11].

рåзуëüòàòè òà обãовоðåííя
äоб³р ³ використання певних концент-

рац³й ³ сп³вв³дношень кр³опротектор³в у 
екв³л³брац³йноìу ³ в³триф³кац³йноìу розчи-
нах при кр³оконсервуванн³ є одниì ³з ос-
новних чинник³в, що забезпечують життє-
здатн³сть ³ подальший розвиток поза ор-
ган³зìоì деконсервованих гаìет. Íа рис. 1 
наведено результати застосування р³зних 
концентрац³й етиленгл³колю ³ пропанд³олу 
у екв³л³брац³йноìу розчин³ при кр³оконсер-
вуванн³ ооцит-куìулюсних коìплекс³в 
кор³в. ó вар³антах досл³ду à-ä використо-
вували поступове зб³льшення концентрац³ї 
етиленгл³колю з 5 до 25 % та в³дпов³дне 
зìеншення концентрац³ї пропанд³олу з 25 
до 5 % у загальноìу об’єì³ екв³л³брац³йно-
го розчину (загальний об’єì становив 
30 %). âар³ант досл³ду ê був контролеì, в 
якоìу культивували in vitro нативн³ ооцит-
куìулюсн³ коìплекси кор³в.
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рèñ. 1. Застосування р³зних концентрац³й етилен-
гл³колю ³ пропанд³олу в екв³л³брац³йноìу розчин³ при 
заìорожуванн³ ооцит-куìулюсних коìплекс³в кор³в: 
а – ìетафаза–2, б – хроìосоìн³ порушення; à – 5 % 
етиленгл³колю + 25 % пропанд³олу; Б – 10 % етилен-
гл³колю + 20 % пропанд³олу; â – 15 % етиленгл³колю 
+ 15 % пропанд³олу; ã – 20 % етиленгл³колю + 10 % 
пропанд³олу; ä – 25 % етиленгл³колю + 5 % пропанд³-
олу; ê – контрольна група (без заìорожування)

За результатаìи експериìентальних 
досл³джень встановлено взаєìозв’язок 
ì³ж р³внеì концентрац³ї кр³опротектор³в 
етиленгл³колю та пропанд³олу у екв³л³бра-
ц³йноìу розчин³ та р³внеì ìейотичного 
дозр³вання деконсервованих ооцит³в 
кор³в. äоведено, що на життєздатн³сть де-
консервованих гаìет впливає концентра-
ц³я ³ сп³вв³дношення кр³опротектор³в у 
екв³л³брац³йноìу розчин³ за такиìи показ-
никаìи як к³льк³сть дозр³лих до ìетафа-
зи–2 ìейозу та к³льк³сть кл³тин з хроìо-
соìниìи порушенняìи.

Íаступниì завданняì наших досл³д-
жень було визначити оптиìальну концент-
рац³ю етиленгл³колю ³ пропанд³олу у в³т-
риф³кац³йноìу розчин³, що забезпечить 
наì висок³ результати дозр³вання декон-
сервованих ооцит³в кор³в поза орган³зìоì. 
Íа рис. 2 наведено результати вико-
ристання р³зних концентрац³й етиленгл³ко-
лю ³ пропанд³олу у в³триф³кац³йноìу роз-
чин³ при кр³оконсервуванн³ ооцит-куìу-
люсних коìплекс³в кор³в. Проведен³ 
експериìентальн³ досл³дження з пор³в-
няння р³зних концентрац³й кр³опротектор³в 
у в³триф³кац³йноìу розчин³ при кр³окон-
сервуванн³ гаìет кор³в за уìов зб³льшення 
концентрац³ї етиленгл³колю з 10 до 40 % та 

в³дпов³дне зìеншення концентрац³ї про-
панд³олу з 40 до 10  % (загальний об’єì 
становив 50 %). За результатаìи наших 
досл³джень встановлено, що зìеншення 
концентрац³ї кр³опротектор³в етиленгл³ко-
лю ³ зб³льшення концентрац³ї пропанд³олу у 
загальноìу об’єì³ в³триф³кац³йного розчи-
ну впливає на життєздатн³сть та дозр³ван-
ня до ìетафази–2 ìейозу ооцит³в кор³в.

рèñ. 2. âикористання р³зних концентрац³й етиленгл³-
колю ³ пропанд³олу у в³триф³кац³йноìу розчин³ при за-
ìорожуванн³ ооцит-куìулюсних коìплекс³в кор³в: а 
– ìетафаза–2, б – хроìосоìн³ порушення; à – 10 % 
етиленгл³колю + 40 % пропанд³олу; Б – 20 % етилен-
гл³колю + 30 % пропанд³олу; â – 25 % етиленгл³колю 
+ 25 % пропанд³олу; ã – 30 % етиленгл³колю + 20 % 
пропанд³олу; ä – 40 % етиленгл³колю + 10 % пропан-
д³олу; ê – контрольна група (без заìорожування)

Проведен³ експериìентальн³ досл³д-
ження ³з запл³днення in vitro попередньо 
дозр³лих поза орган³зìоì деконсервова-
них яйцекл³тин кор³в, що були заìорожен³ з 
використанняì р³зних концентрац³й ети-
ленгл³колю ³ пропанд³олу. âстановлено, що 
в груп³ à, в як³й склад екв³л³брац³йного 
розчину становив 5 % етиленгл³колю 
+25 % пропанд³олу, а в³триф³кац³йного 
40 % етиленгл³колю + 10 % пропанд³олу 
(дан³ наведен³ в таблиц³) загальний показ-
ник дроблення яйцекл³тин п³сля запл³днен-
ня in vitro ³ 96 годинного подальшого куль-
тивування становить 5,2 %. â той час як в 
груп³ Б, в як³й екв³л³брац³йний розчин скла-
дався з 25 % етиленгл³колю + 5 % пропан-
д³олу, а в³триф³кац³йний розчин – з 10 % 
етиленгл³колю + 40 % пропанд³олу дроб-
лення яйцекл³тин спостер³гали у 12,6 % ви-
падках. â контрольн³й груп³ ê, в як³й для 
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дозр³вання ³ запл³днення in vitro викорис-
товували нативн³ ооцит-куìулюсн³ коìп-
лекси кор³в, показник дроблення гаìет 
становив 39,8 %.

òакиì чиноì, на основ³ одержаних наìи 
даних кр³оконсервування ооцит-куìулюс-
них коìплекс³в кор³в з р³зниìи концентра-
ц³яìи та поєднанняìи кр³опротектор³в 
етиленгл³колю та пропанд³олу у екв³л³бра-
ц³йноìу та в³триф³кац³йноìу розчинах, 
вважаєìо, що поєднання цих двох кр³опро-
тектор³в забезпечують при високих 
кр³опротекторних властивостях ìеншу 
токсичн³сть екв³л³брац³йного та в³триф³ка-
ц³йного розчин³в, що, в свою чергу, сприяє 
б³льш повноц³нноìу дозр³ванню деконсер-
вованих ооцит³в. öе припущення п³дтверд-
жується в роботах [12 – 14], де показано 
п³двищення р³вня дозр³вання ³ запл³днення 
деконсервованих ³ дозр³лих поза орган³з-
ìоì ооцит³в при застосуванн³ коìплексу 
кр³опротектор³в. ðазоì ³з тиì, в останн³ 
роки все активн³ше стали застосовувати 
ìетод кр³оконсервування ооцит³в, яйце-
кл³тин ³ еìбр³он³в, який включає пряìе за-
нурення пайєт з б³ооб’єктоì в р³дкий азот. 
Зважаючи на це, розробка ефективних 
способ³в визначення оптиìальних концен-
трац³й кр³опротектор³в у екв³л³брац³йноìу 
та в³триф³кац³йноìу розчинах є актуаль-
ною ³ для вир³шення проблеìи кр³оконсер-
вування ооцит-куìулюсних коìплекс³в 
кор³в. 

вèñíовкè
âстановлено, що використання для 

кр³оконсервування ооцит-куìулюсних 
коìплекс³в кор³в 25 % етиленгл³колю ³ 5 % 
пропанд³олу у екв³л³брац³йноìу розчин³ та 
10 % етиленгл³колю ³ 40 % пропанд³олу у 
в³триф³кац³йноìу розчин³ сприяє зб³ль-
шенню на 7,4 % к³лькост³ отриìаних за-
родк³в п³сля запл³днення in vitro деконсер-
вованих гаìет.
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óкраина, 08321, êиевская обл., Бориспольский 
р-н, с. ×убинское, ул. Погребняка, 1
е-mail: trotskiy_pa@ukr.net

Приведены результаты экспериìентальных 
исследований по оценке жизнеспособнос-
ти деконсервированных ооцит-куìулюсных 
коìплексов коров криоконсервированных 
сверхбыстрыì ìетодоì. Проведено культи-
вирование in vitro гаìет коров, которые были 
криоконсервированы при  использовании 
различных концентраций этиленгликоля и 

пропандиола с последующиì их оплодо-
творениеì, ìорфологический и цитогене-
тический анализы яйцеклеток и полученных 
in vitro эìбрионов. óстановлено, что жизне-
способность деконсервованных гаìет коров 
заìороженных сверхбыстрыì ìетодоì зави-
сит от концентрации этиленгликоля и пропан-
диола в эквилибрационноì и витрификацион-
ноì растворах.

Ключевые слова: эìбрионы, криоконсер-
вирование, ооцит-куìулюсные коìплексы, 
криопротекторы, этиленгликоль, пропанди-
ол, витрификационный раствор, созревание in 
vitro.

ESTIMATION OF VIABILITY FOR COWS’ 
FROZEN-THAWED OOCYTE-CUMULUS  
COMPLEXES FROZEN BY ULTRAFAST 
METHOD

P.A. Trotskiy

Institute of animals breeding and genetics NAAS 
of Ukraine
Ukraine, 08321, Kyiv Region, Boryspil District, v. 
Chubinsky, Pogrebnjaka, 1
е-mail: trotskiy_pa@ukr.net

The results of experimental researches on 
estimation of viability for cows’ frozen-thawed 
oocyte-cumulus complexes cryopreserved 
by an ultrafast method have been presented. 
There was performed cultivation in vitro of cow 
gametes to be crioconserved using various 
levels of ethylenglycol and propandiol with 
their further fertilization as well as cytogenetic 
analysis of oocytes and in vitro derived embryos. 
The viability of deconserved cows’ gametes 
frozen by ultra fast method may depend 
on ethylenglycol and propandiol levels in 
equilibration and vitrification solutions.

Key words: embryos, cryopreservation, 
oocyte-cumulus complexes, cryoprotectors, 
ethylenglykol, propandiol, vitrification solution, 
maturations in vitro.


