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АНАЛІЗ ЕФЕКТИВНОСТІ РОЗВИТКУ ПОЗА ОРГАНІЗМОМ ЕМБРІОНІВ СВИНЕЙ  

ЗА ВИКОРИСТАННЯ НАНОБІОМАТЕРІАЛУ 
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Мета. Вивчити вплив нанобіоматеріалу, 

синтезованого на основі високодисперсного 

кремнезему та модифікованого сахарозою 

(ВДК/сахароза), на ефективність мейотичного 

дозрівання ооцитів свиней та їх подальший ем-

бріональний розвиток поза організмом. Мето-

ди. Ооцит-кумулюсні комплекси (ОКК) свиней 

розділяли на чотири групи: три дослідні, в яких 

культивування проводили в середовищі, що 

містило 0,1, 0,01 та 0,001 % ВДК/сахароза та 

контрольну – без додавання нанобіоматеріалу. 

Результати. Встановлено, що найбільш дієвою 

для підвищення рівня дозрівання є додавання 

0,001 % ВДК/сахароза, що забезпечує отриман-

ня 80,9 % ооцитів, які досягли стадії метафази ІІ 

мейозу. З метою дослідження повноцінності 

дозрівання in vitro ооцитів свиней проводили їх 

запліднення кріоконсервованими еякульовани-

ми сперматозоїдами кнура. Встановлено, що у 

дослідних групах, які дозрівали із 0,1 та 0,01 % 

ВДК/сахароза зигот було сформовано поза ор-

ганізмом на 8,3 % та 5,4 % менше, ніж у конт-

рольній (11,3 %  6,3) відповідно. Вищий на 

12,2 % рівень дроблення ембріонів спостерігали 

в групі, яка дозрівала із 0,001 % ВДК/сахароза, 

порівняно із контролем цей показник становив 

23,5 %. Висновки. З’ясовано, що застосування 

ВДК/сахароза у системі ембріогенетичних дос-

ліджень сприяє цілеспрямованій стимуляції 

біологічних процесів в ооцитах. Доведено, що 

додавання ВДК/сахароза у концентрації 0,001 % 

до складу середовища для культивування ОКК 

позитивно впливає на ефективність дозрівання 

ооцитів свиней та забезпечує вищий рівень дро-

блення ембріонів поза організмом (23,5 %). 

Ключові слова: ооцити, культивування in 

vitro, ембріони, нанобіоматеріал, високодиспер-

сний кремнезем, сахароза. 

 

В останні роки активно проводяться робо-

ти з удосконалення наявних порід тварин шля-

хом схрещування, а це загрожує зникненням 

вихідних порід. Збереження локальних та зни-

каючих порід у вигляді невеликих популяцій є 

дорогим заходом, а також веде до наростання 

інбридингу та явища дрейфу генів [1]. Тому 

актуальною є проблема розроблення і реалізації 

заходів, які дозволяють запобігти втраті біоріз-

номаніття сільськогосподарських тварин, що 

створене багатовіковими зусиллями селекціоне-

рів. Основні надії ефективного вирішення за-

вдань збереження генофонду сільськогосподар-

ських тварин в Україні пов’язані з розвитком і 

широким впровадженням у практику біотехно-

логічних методів відтворення. Впровадження 

нових біотехнологічних методів, зокрема таких, 

як клонування, отримання ембріонів in vitrо, 

стають допоміжними інструментами у збере-

женні та примноженні чисельності рідкісних та 

локальних популяцій [2, 3].  

Модернізація технологічних етапів систе-

ми формування in vitro ембріонів потребує ста-

білізації середовищ для in vitro культивування 

гамет і ембріонів сільськогосподарських тварин 

для забезпечення високої життєздатності та 

зменшення пошкоджень гамет і ембріонів. Пер-

спективними структурними одиницями культу-
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ральних середовищ є наноматеріали на основі 

високодисперсного кремнезему (ВДК) [4–7], 

оскільки за умови збереження індивідуальних 

властивостей ВДК за консолідації з біомолеку-

лами можна створювати наноматеріали з уніка-

льними властивостями, не притаманними анало-

гам. Із погляду створення нових наноматеріалів 

із високою біоактивністю перспективним на-

прямком є додавання наноматеріалів до середо-

вищ для культивування in vitro гамет і ембріонів 

сільськогосподарських тварин із метою підви-

щення ядерного дозрівання ооцитів та ефектив-

ного подальшого ембріогенезу. Прогрес у цьому 

напрямі потребує накопичення даних експери-

ментальних досліджень процесів дозрівання, 

запліднення ооцитів і культивування ембріонів 

на різних стадіях розвитку in vitro, а також на-

копичення інформації щодо впливу різних фак-

торів на їх розвиток [8–11].  

У наших дослідженнях використано на-

нобіоматеріал, основою якого є ВДК, і на його 

поверхні іммобілізовано cахарозу. Метою дос-

ліджень було вивчити вплив нанобіоматеріалу, 

синтезованого на основі ВДК та модифіковано-

го сахарозою (ВДК/сахароза), на ефективність 

мейотичного дозрівання ооцитів свиней та їх 

подальший ембріональний розвиток поза орга-

нізмом. 

 

Матеріали і методи 

Дослідження проведено в лабораторії біо-

технології відтворення Інституту розведення і 

генетики тварин імені М. В. Зубця НААН. Дос-

лідний зразок ВДК/сахароза синтезовано в Ін-

ституті хімії поверхні ім. О. О. Чуйка НАН 

України.  

Отримання ооцитів, їх морфологічну оці-

нку та відбір, постановку на дозрівання поза 

організмом проводили у стерильних умовах 

боксу. Температуру у боксі підтримували на 

рівні +20 – +25°С. ОКК отримували із яєчників 

забитих клінічно здорових свинок віком 6–8,5 

місяця (n=6). Їх вилучали шляхом розсічення 

стінок антральних фолікулів. Відібрані ооцити 

(n=343) дозрівали in vitro упродовж 46 годин у 

середовищі ТСМ 199 (Sigma, М-5017) із 20 % 

еструсної сироватки крові корів і 3–5 х 106 клі-

тин гранульози/мл. Для культивування поза 

організмом відбирали ооцити із щільним та роз-

пушеним кумулюсом [3, 7]. Гамети культивува-

ли за температури +38,8°С і 4 % СО2 у повітрі. 

Вилучені ОКК свиней розділяли на чотири гру-

пи: три дослідні, в яких культивування прово-

дили в середовищі з додавання наноматеріалу 

ВДК/сахароза в концентраціях 0,1; 0,01 та 0,001 

%, та контрольну, в якій культивування ОКК 

проводили без додавання нанобіоматеріалу: 

І – 88 ОКК, дослідна група, до середови-

ща для культивування додали 

0,1 % ВДК/сахароза; 

ІІ – 80 ОКК, дослідна група, до середови-

ща для культивування додали 

0,01 % ВДК/сахароза; 

ІІІ – 89 ОКК, дослідна група, до середо-

вища для культивування додали 

0,001 % ВДК/сахароза; 

ІV – 86 ОКК, контрольна група. 

Критерієм морфологічної оцінки дозрі-

вання ооцитів була наявність першого полярно-

го тільця [4, 5, 10]. Для запліднення in vitro ви-

користовували кріоконсервовані еякульовані 

сперматозоїди кнура Камиш 1159 миргородсь-

кої породи. 

Рівень дозрівання ооцитів in vitro, заплід-

нення та стан хроматину ядер ембріонів вивчали 

шляхом аналізу цитогенетичних препаратів, які 

готували за модифікованим методом А. Тарков-

ського [12]. Препарати фарбували 2 %-вим роз-

чином барвника Гімза й аналізували під світло-

вим мікроскопом Jenaval, Carl Zeiss окЧ10, 

обЧ100. Статистичну обробку одержаних даних 

проводили з використанням критерію Стьюден-

та.  

 

Результати та обговорення 

Для проведення експериментальних дос-

ліджень використовували три концентрації 

ВДК/сахароза, враховуючи позитивний досвід 

використання моноцукрів, асоційованих із ВДК 

на дозрівання ооцитів інших видів ссавців [13].  

Встановлено, що через 46 годин культи-

вування in vitro в середньому 69,9 % (в усіх дос-

лідних групах і контролі) ооцитів відновили 

мейотичні перетворення та досягли стадії мета-

фази ІІ. Визначено вірогідну різницю між дослі-

джуваними групами та помічено позитивний 

вплив ВДК/сахароза в концентрації 0,001 % (ІІІ 

група) на відновлення мейотичних перетворень 

ооцитів свиней в умовах in vitro. Так, у цій групі 

дозріло 80,9 % ооцитів, що на 14,6 % більше, 

ніж у контрольній групі (табл. 1). 
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Таблиця 1. Аналіз впливу ВДК/сахароза на ефективність мейотичних перетворень ооцитів 

свиней in vitro 

Групи 

Всього 

ооци-

тів, 

 n 

Стадії розвитку ОКК in vitro Ооцитів з деге-

нерацією хро-

матину, 

 n (%) 

диплотена,  

n (%) 

діакінез, 

 n (%) 

метафаза І, 

 n (%) 

метафаза ІІ, 

n (%) 

І  88 11а (12,5±3,5) 2b(2,3±1,5) 9c (10,3±3,2) 52 d (59,0±5,2) 14g (15,9±3,8) 

ІІ  80 7а (8,8±3,1) 1b (1,2±1,2) 4c (5,0±2,4) 59 f (73,7±4,9) 9g (11,3±3,5) 

ІІІ  89 5 а (5,6±2,4) 2 b(2,3±1,5) 4c (4,5±2,1) 72fe (80,9±4,1) 6 g (6,7±2,6) 

Контроль 86 9а (10,5±3,3) 3b (3,5±1,9) 6c (6,9 ±2,7) 57 df (66,3±5,0) 11g (12,8±3,4) 

Примітки: * d: f – p < 0,05; d:e – p < 0,01 критерій Стьюдента. У цій таблиці різні суперскрипти у межах 

однієї колонки вказують на вірогідну різницю між показниками. 

 

Клітин із ознаками дегенеративних змін 

найменше виявлено в ІІІ групі, і цей показник 

становив лише 6,7 %, а найбільше в І групі – 15,9 

%. Слід зазначити, що в контролі також виявлено 

на 6,1 % більше (порівняно з ІІІ групою) ооцитів 

із дегенерованим хроматином. Отримані показ-

ники вказують на те, що концентрація рівна та 

більша на 0,1 % ВДК/сахароза перенасичує куль-

туральне середовище сахарозою і має негатив-

ний вплив на розвиток ооцитів. 

Із метою дослідження повноцінності до-

зрівання in vitro ооцитів свиней проводили їх 

запліднення поза організмом. За результатами 

експериментальних досліджень встановлено 

вірогідну різницю між групами стосовно рівня 

формування ембріонів, отриманих поза організ-

мом. 

Так, найбільша кількість ембріонів 

(рис. 1) отримана в ІІІ групі де до середовища 

для культивування ОКК додавали ВДК/сахароза 

у концентрації 0,001 %, що свідчить про пози-

тивний вплив цієї концентрації на мейотичні 

перетворення ооцитів свиней в умовах in vitro. 

Вірогідно, більша кількість ембріонів продов-

жила розвиток до стадії ранньої морули також у 

ІІІ групі (табл. 2).  

 

 
Рис. 1. Ембріони свиней на стадії ранньої морули. Зб. об.10х, ок.10х. 

 

Таблиця 2. Аналіз впливу ВДК/сахароза на розвиток ембріонів свиней в умовах in vitro 

Групи 
Запліднено 

ооцитів, n 

Кількість ембріонів 

2-4 клітинних, n (%) ранніх морул, n (% ) 

І 66 7a (10,6±3,7) 2 d (3,0±2,1) 

ІІ 67 15 a (22,4±5,0) 4 d (5,9±2,8) 

ІІІ 81 28 b (34,6±5,2) 19 f  (23,5±6,3) 

Контроль  71 18 c  (25,4±5,1) 8 d  (11,3±3,7) 

Примітки: культивування до стадії морули відбувалося в одному досліді, a:b; d:f – p< 0,001;  

a:с – p< 0,01, критерій Стьюдента. 
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Спостерігалася тенденція до зниження 

показників дроблення ембріонів від концентра-

ції ВДК/сахароза, яку містило середовище куль-

тивування ОКК. Так, у групі, де ОКК свиней 

культивували за 0,1 %-ої концентрації 

ВДК/сахароза помічено низький показник (10,6 

%) дроблення ембріонів на 2-4-клітинній стадії, 

що в подальшому проявилося в отриманні лише 

3,0 % ембріонів (2 ембріони із 66 осіменених 

яйцеклітин) на стадії ранньої морули. 

Рівень розвитку ембріонів до доімпланта-

ційних стадій суттєво відрізнявся між порівню-

ваними групами: так, вищий відсоток дроблення 

зародків отримано з 0,001 % ВДК/сахароза, і 

цей показник становив 34,6 %, що на 9,2, 12,2 та 

24,0 % вище, ніж у контрольній, ІІ та І групах 

відповідно.  

Слід зазначити, що додавання в середо-

вище in vitro дозрівання ооцит-кумулюсних 

комплексів свиней 0,001 % ВДК/сахароза забез-

печило отримання 23,5 % зародків на стадії 

ранньої морули. Цей показник є вищим порів-

няно з іншими досліджуваними групами за ви-

користання наноматеріалу ВДК/сахароза. Порі-

внюючи вплив застосованих концентрацій 

ВДК/сахароза між собою на ембріогенез свиней 

in vitro, ми встановили суттєву перевагу 0,001 

%-ої концентрації порівняно з контролем і 0,1 та 

0,01 %-ми концентраціями. Ця перевага прояви-

лась у суттєвому зростанні кількості розвинутих 

до стадії ранньої морули запліднених яйцеклі-

тин свиней поза організмом порівняно з контро-

лем і 0,1 та 0,01 %-ми концентраціями (на 12,2 і 

17,6 та 20,5 % відповідно). 

Результати морфологічного аналізу одер-

жання ембріонів in vitro доповнювали цитогене-

тичним аналізом яйцеклітин, із яких не відбуло-

ся формування ембріонів. Цитогенетичний ана-

ліз препаратів отриманих ембріонів свиней під-

твердив повноцінність ядер із ядерцями тих 

ембріонів, які і за візуальною морфологічною 

оцінкою були нормальними. 

Таким чином, з’ясовано, що застосування 

ВДК/сахароза у системі ембріогенетичних дос-

ліджень сприяє цілеспрямованій стимуляції 

біологічних процесів в ооцитах. Доведено, що 

додавання в концентрації 0,001 % до складу 

середовища для культивування позитивно впли-

ває на ефективність дозрівання ооцитів свиней 

та підтримує вірогідно вищий рівень дроблення 

ембріонів поза організмом.  

 

Висновки 

1. Вивчено вплив біологічної активності 

наноматеріалу ВДК/сахароза на ефективність 

мейотичного дозрівання ооцитів свиней in vitro.  

2. З’ясовано, що найбільший позитивний 

вплив на дозрівання ооцитів свиней поза органі-

змом мало додавання 0,001 % ВДК/сахароза до 

середовища для культивування, що сприяло 

підвищенню рівня дозрівання до 80,9 %. 

3. Встановлено, що у дослідних групах, 

які дозрівали із 0,1 та 0,01 % концентраціями 

ВДК/сахароза зигот було сформовано поза ор-

ганізмом на 8,3 % та 5,4 % менше, ніж у конт-

рольній (11,3 %  6,3) відповідно.  

4. Використання 0,001 % ВДК/сахароза у 

складі середовища для in vitro культивування 

ОКК свиней сприяло збільшенню до 23,5 % 

кількості отриманих ембріонів свиней на доімп-

лантаційних стадіях розвитку.  
Робота виконана за фінансової підтримки 

Міністерства освіти та науки України в рамках 

проекту «Розроблення оптимізованої технології 

кріоконсервації генетичного матеріалу вітчизняних 

порід свиней» (договір № ДЗ/47-2015 від 

30.10.2015 р.). 
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ANALYSIS OF EFFICIENCY OF DEVELOPMENT OF SWINE EMBRYOS OUTSIDE THE ORGANISM 

WITH USE OF NANOBIOMATERIAL 

Aim. To study the effect of nanobiomaterial, synthesized on the basis of ultrafine silica modified by the sucrose 

(UFS/sucrose) on the effectiveness of meiotic maturation of swine oocytes and their subsequent embryonic develop-

ment outside the organism. Methods. The oocyte-cumulus complexes (OCC) of pigs were divided into four groups: 

three experimental groups, in which cultivation was carried out in a medium containing 0.1, 0.01 and 0.001% 

UFS/sucrose and control group - without the addition of nanobiomaterial. Results. It has been established that the addi-

tion of 0.001% UFS/sucrose is the most effective for increasing the level of maturation, it provides 80.9% oocytes that 

have reached the stage of metaphase II meiosis. For the purpose of studying completeness of in vitro maturation of 
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swine oocytes, they were fertilized by cryopreserved ejaculated spermatozoa. It was found, that in experimental groups 

with 0.1 and 0.01% UFS/sucrose concentration zygotes were formed outside the organism by 8.3% and 5.4% less than 

in the control group (11.3% ± 6.3), respectively. Higher by 12.2% level of embryo cleavage was observed in the group 

that matured with 0.001% UFS/sucrose, compared with control, and this figure was 23.5%. Conclusions. It was shown 

that the use of UFS/sucrose in the system of embryogenetic research contributes to the purposeful stimulation of biolog-

ical processes in the oocytes. It has been proved that the addition of UFS/sucrose at a concentration of 0.001% to the 

medium composition for cultivation of OCC positively affects the maturation efficiency of swine oocytes and provides 

a higher level of embryo cleavage outside the organism (23.5%). 

Keywords: oocytes, in vitro cultivation, embryos, nanobiomaterial, ultrafine silica, sucrose. 


