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Мета. Вивчити вплив різних культураль-

них середовищ на ефективність одержання та 

розвиток ембріонів свиней in vitro. Методи. 

Застосовано біотехнологічні, ембріологічні та 

морфологічні методи, а також методи статисти-

чної обробки даних. Результати. Встановлені 

стабільні показники дроблення ембріонів сви-

ней у середовищах «CDM» та «Sage 1-Step» без 

вірогідної різниці між ними на ранніх стадіях 

розвитку. Подальше культивування до стадії 

ранньої морули вказує на незначну перевагу 

середовища «CDM» (відповідно 16,4 ± 3,5% та 

12,9 ± 3,0%). Проаналізовано коефіцієнт та ін-

декс дроблення in vitro ембріонів за викорис-

тання різних культуральних середовищ для 

in vitro розвитку ембріонів свиней. Показано, 

стабільний початковий розвиток ембріонів 

in vitro в обох середовищах. Висновок. Встано-

влено, що використання середовища «CDM» 

для культивування in vitro ембріонів свиней 

сприяє збільшенню кількості отриманих 9–16-

клітинних ембріонів на 3,5%, порівняно із сере-

довище «Sage 1-Step». 

Ключові слова: ооцит-кумулюсний ком-

плекс, культуральне середовище, дозрівання 

ооцитів, запліднення in vitro, ембріон. 

 

Допоміжні репродуктивні технології 

(отримання ембріонів in vitro, кріоконсервація 

та трансплантація) стали основою для ембріоло-

гічної моделі у сфері біомедичних підходів (на-

приклад ксенотрансплантації) та стимулювали 

інтенсифікацію досліджень, спрямованих на 

підвищення ефективності репродуктивних тех-

нологій у свиней. 

Загалом, технологія отримання ембріонів 

in vitro свиней здійснюється за принципами, 

спільними для більшості видів сільськогоспо-

дарських тварин. Вона включає послідовні ета-

пи: відбір яєчників, отримання ооцитів, морфо-

логічна оцінка, дозрівання та запліднення ооци-

тів, а потім культивування ембріонів до стадії 

бластоцисти. Попри значні зусилля науковців 

щодо удосконалення цієї технології, досі спо-

стерігається низький рівень цитоплазматичного 

дозрівання ооцитів, високий рівень поліспермії, 

обмежена здатність ембріонів розвиватися до 

стадії бластоцисти та їхня низька життєздат-

ність (Valadão et al., 2020; Slezec-Frick et al., 

2026; Linh and Hiep, 2020). 

Одним із найважливіших етапів процесу 

in vitro отримання ембріонів є дозрівання ооци-

тів свиней поза організмом, що забезпечує їхню 

здатність до запліднення та ембріональний роз-

виток. Завдяки дослідженням, спрямованим на 

відбір ооцитів та оптимального складу середо-

вища для дозрівання ооцитів свиней in vitro, 

вдалося значно підвищити відсоток клітин, що 

досягають стадії МІІ мейозу. Модифікація сере-

довищ для екстракорпорального запліднення 

зменшує рівень поліспермного запліднення. 

Крім того, удосконалення умов для культиву-

вання ооцитів свиней покращує якість ембріонів 

та їхню здатність до розвитку. Сучасні репроду-

ктивні технології ґрунтуються на базових мето-

дах дозрівання та запліднення ооцитів, проте 

розробка й удосконалення ембріологічних під-

ходів залишаються актуальним завданням 

(Poniedziałek-Kempny, 2020; Lin et al., 2015). 

Основними умовами отримання ембріонів 

in vitro є якість ооцитів, дозрілих in vitro, актив-

ність сперми після капацитації та життєздат-

ність таких ембріонів. Беручи до уваги постій-

ний розвиток біотехнологічних та біомедичних 

досліджень, проведених на свинях, спостеріга-

ється стабільне зростання попиту на зрілі ооци-
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ти та ембріони свиней (Chen et al., 2022). Умови 

культивування in vitro є важливим фактором, 

що впливає на якість та кількість ембріонів сви-

ней, отриманих поза організмом. Тому протягом 

останніх десятиліть проводилися дослідження з 

метою оптимізації складу поживних середовищ, 

а також оптимізації умов культивування. Однак 

методи та технології екстракорпорального за-

пліднення, а також умови культивування ембрі-

онів in vitro все ще потребують додаткових дос-

ліджень. Водночас, модифікації середовищ ку-

льтивування ембріонів свиней, отриманих 

in vitro, призвели до підвищення ефективності 

отримання бластоцист (Garcia-Canovas et al., 

2024; Chen et al., 2021). 

Кожен етап методики культивування (від дозрі-

вання ооцитів до розвитку ембріонів) постійно 

оптимізується відповідно до специфічних пот-

реб гамет свиней. Оскільки середовище для 

in vitro культивування залишається неоптималь-

ним, важливо досліджувати ембріогенез свиней 

поза організмом у різних аспектах, щоб визна-

чити шляхи вдосконалення. Розуміння метабо-

лічних характеристик ембріонів свиней та їх 

порівняння з іншими видами ссавців є необхід-

ним для оптимізації умов культивування (Romar 

et al., 2019; Balogun and Machaty, 2025). 

Таким чином, значна кількість інформації 

щодо взаємодії ембріонів із середовищем куль-

тивування, способів модифікації технології ку-

льтивування для покращення життєздатності 

ембріонів та важливих метаболічних особливос-

тей, які можна використовувати для отримання 

ембріонів, залишається недостатньо дослідже-

ним. Для удосконалення допоміжних репродук-

тивних технологій необхідно вивчення та всебі-

чне розуміння факторів, що впливають на роз-

виток ембріонів свиней in vitro. Тому метою 

наших досліджень було вивчити вплив різних 

культуральних середовищ на ефективність оде-

ржання та подальшого розвитку ембріонів сви-

ней in vitro.  

Матеріали і методи 

Отримані яєчники свинок транспортували 

до лабораторії у фізіологічному розчині (0,9% 

NaCl), доповненому пеніциліном (100 МО/мл) і 

стрептоміцином сульфатом (100 мкг/мл), за 

температури близько +38 °C упродовж 1–1,5 

год. Ооцит-кумулюсні комплекси свинок (ОКК) 

отримували шляхом надрізу лезом видимих 

антральних фолікулів, вимивали середовищем 

Дюльбекко (D 5773 «Sigma-Aldrich»), виловлю-

вали ембріологічною піпеткою та оцінювали за 

морфологічними ознаками під мікроскопом 

(МБС-9, USSR). В дослідженнях використову-

вали ооцити свинок з гомогенною тонкозерни-

стою ооплазмою, неушкодженою прозорою 

оболонкою, щільним або частково розпушеним 

кумулюсом Ковтун С.І. та ін. (2010). 

Потім відібрані ОКК (n = 234) тричі про-

мивали середовищем для дозрівання та культи-

вували в чотирьохлункових планшетах упро-

довж 45 годин за температури _+38,5 °С, 5% 

СО2 у повітрі, в краплях середовища 199 (М 

2520 «Sigma-Aldrich») з 10% (об./об.) сироват-

ки крові корів (F 7524 «Sigma-Aldrich»), яку 

попередньо інактивували за температури +56 °С 

упродовж 30 хвилин, 2,5 мкг/мл ФСГ, 1,0 

мкг/мл естрадіолу (E 2758 «Sigma-Aldrich»), 2,5 

МОд/мл лютеінізуючого гормону, 2,0 мМ на-

трію пірувату (Р 5280 «Sigma-Aldrich»), 2,92 

мМ кальцію лактату (L 2000 «Sigma-Aldrich»), 

40 мкг/мл гентаміцину. Швидкість дозрівання 

визначали як кількість ооцитів з очевидним 

полярним тільцем відносно загальної кількості 

проаналізованих ооцитів. Ооцити на стадії M II 

мейозу з першим полярним тільцем характери-

зували як зрілі ооцити і вони підлягали заплід-

ненню in vitro. Після in vitro дозрівання (IVМ) 

ооцити звільняли від клітин кумулюсу обереж-

ним піпетуванням, а отримані оголені ооцити (n 

= 234) використовували для in vitro запліднен-

ня.  

Для запліднення in vitro яйцеклітин свинок 

використовували заморожену сперму кнура. 

Розморожування гранул сперми проводили на 

водяній бані (+37 °С) в 2 мл середовища 

«Sperm-TALP» (Parrish et al., 1989) упродовж 

10–12 с. Відокремлення сперматозоїдів від 

сім’яної плазми та розріджувача проводили 

методом «swim-up». Капацитацію сперматозої-

дів здійснювали гепарином (100 од/мл) в сере-

довищі «Sperm-TALP». Перед осіменінням оо-

цити, що дозріли поза організмом, частково 

звільняли від оточуючих їх клітин кумулюса 

механічним способом (піпетуванням через піпе-

тку меншого діаметру). Спільне інкубування 

яйцеклітин і сперматозоїдів, з концентрацією 

приблизно 1–3×106 сперматозоїдів/мл проводи-

ли в термостаті за температури 38,5 °С, 5% CО2, 

у краплях середовища Fert.-TALP (Parrish et al., 

1989). Після 12–18 годин спільного інкубування 

ймовірні зиготи відмивали від прилиплої спер-

ми і переносили в краплі середовища «CDM» 

(culture development medium) та «Sage 1-Step» 

(Origio, Данія) для подальшого культивування 
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після запліднення in vitro за температури 

38,5 °С, 5% CО2 у повітрі. Середовище «CDM» 

складалося з TCM 199, доповненого 20% 

(об./об.) сироватки крові корів (F 7524 «Sigma-

Aldrich»), 2,0 мМ натрію пірувату (Р 5280 

«Sigma-Aldrich»), 2,92 мМ кальцію лактату 

(L 2000 «Sigma-Aldrich»), 40 мкг/мл гентаміци-

ну. «Sage 1-Step» є комерційним середовищем 

(Origio, Данія). 

Класифікували ембріони з більш ніж 16 

клітинами як морули та ембріони з бластоцелем 

як бластоцисти. Цитогенетичні препарати гамет 

після запліднення in vitro готували наступним 

чином: ембріони поміщали на 2 хв. у 0,8% гіпо-

тонічний розчин 3-х заміщеного цитрату натрію 

і фіксували сумішшю метанол : льодяна оцтова 

кислота : деіонізована вода = 3:2:1 на сухому 

знежиреному склі і фарбували 2,0%-вим розчи-

ном барвника Giemsa (32884 «Fluka») з наступ-

ним аналізом під світловим мікроскопом 

(Jenaval «Carl Zeiss»). 

Усі експериментальні групи були проана-

лізовані у трьох повторах (n = 3). Статистичну 

обробку даних проводили за критерієм відпо-

відності χ2 з використанням пакету програм ×7 

версії 2.0.0.9. 

Результати та обговорення 

Проведено порівняльний аналіз різних ку-

льтуральних середовищ «CDM» (М-199 допов-

нене піруватом натрію, лактатом кальцію та 20% 

фетальної сироватки теляти) та «Sage 1-Step» 

(Origio, Данія) на формування та розвиток емб-

ріонів свиней поза організмом. Встановлено, що 

рівень формування ембріонів із 234 запліднених 

яйцеклітин був на рівні 50,0% (табл.). Подаль-

ший рівень дроблення in vitro ембріонів свиней 

в різних середовищах після запліднення був 45,5 

± 4,7% (110 яйцеклітин у «CDM») та 43,5 ± 4,5% 

(124 яйцеклітини у «Sage 1-Step»), відповідно. 

Це вказує на стабільний початковий розвиток у 

обох середовищах – вірогідна різниця відсутня.  

Подальше культивування забезпечило 

дроблення ембріонів до стадії ранньої морули 

на рівні 16,4 ± 3,5% та 12,9 ± 3,0%, відповідно у 

середовищах «CDM» та «Sage 1-Step» (різниця 

невірогідна). Отримані дані вказують на незна-

чну перевагу середовища «CDM» під час куль-

тивування ембріонів свиней, а саме на забезпе-

чення дроблення ембріонів до більш просуну-

тих стадій розвитку. 

При дослідженні коефіцієнта дроблення 

2-клітинних ембріонів свиней у різних культу-

ральних середовищах (рис. 1) встановлено, що 

коефіцієнт дроблення (кількість ембріонів на 

відповідній стадії розвитку від загальної кілько-

сті ембріонів) ембріонів був майже однаковий за 

використання середовища «CDM» та «Sage 1-

Step», відповідно 35,4% та 36,5%. Через 48 го-

дин культивування коефіцієнт дроблення ембрі-

онів за використання цих середовищ був відпо-

відно 31,6% та 31,8%. Подальше культивування 

ембріонів до 72 год. призводить до зменшення 

коефіцієнта дроблення відповідно – 21,5% та 

22,4%. На четверту добу культивування ембріо-

нів в різних культуральних середовищах, отри-

маних з нативних, дозрілих та запліднених поза 

організмом яйцеклітин свинок спостерігали 

подібний коефіцієнт дроблення від 9,4% до 

11,4%. 

Крім коефіцієнта дроблення зародків піс-

ля запліднення in vitro не меншу інформатив-

ність має й індекс дроблення ембріонів (спів-

відношення кількості ембріонів певної стаді до 

наступної стадії їх розвитку). Аналізуючи пода-

льше дроблення ембріонів свиней отриманих з 

нативних яйцеклітин свинок, що були прокуль-

тивовані за використанні різних культуральних 

середовищ (рис. 2) встановлено значні коливан-

ня індексу дроблення. Індекс дроблення 3–4 

клітинних ембріонів був майже однаковим 

89,3% та 87,1% відповідно за використання се-

редовищ «CDM» та «Sage 1-Step».  Подальше

 

Таблиця. Використання різних культуральних середовищ для in vitro формування та розвитку 

ембріонів свиней 

Середо-

вище куль-

ти-вування 

Кількість клітин, 

що підлягали 

заплідненню 

in vitro 

Кількість ембріонів на стадіях 

2 клітин 3–4 клітин 5–8 клітин 9–16 клітин 

n % n % n % n % 

«CDM» 110 56 
50,9a 

± 4,8 
50 

45,5a 

± 4,7 
34 

30,9a 

± 4,4 
18 

16,4a 

± 3,5 

«Sage 1-

Step» 
124 62 

50,0a 

± 4,5 
54 

43,5a 

± 4,5 
38 

30,6a 

±  4,1 
16 

12,9a 

± 3,0 
Примітки: однакові суперскріпти вказують на недостовірність між показниками, n – кількість зразків, % – відсотки. 
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Рис. 1. Коефіцієнт дроблення in vitro ембріонів свиней за використання різних культуральних середовищ. 

 

культивування до 5–8-клітинних ембріонів при-

зводило до значного зменшення індексу дроб-

лення (відповідно 68,0% та 70,4%). Найбільше 

зменшення індексу дроблення 9–16-клітинних 

ембріонів спостерігали в середовищі «Sage 1-

Step» (42,1%).  

Отримання ембріонів свиней in vitro за-

лишається складним завданням, оскільки висо-

кий рівень поліспермії після запліднення in vitro 

є суттєвою перешкодою під час цього процесу. 

Підвищення ефективності успішного дозрівання 

ооцитів in vitro, забезпечує оптимальні умови 

запліднення та культивування in vitro, а також 

сприяє збереженню генофонду, а саме репроду-

ктивного потенціалу (гамет та ембріонів) для 

програм селекції на перспективу. 

Науковці постійно оптимізують кожен 

етап технології одержання ембріонів свиней 

поза організмом, від дозрівання ооцитів до емб-

ріонального розвитку, відповідно до потреб 

біотехнологічних методів відтворення цього 

виду тварин. Тому необхідно проводити пода-

льші дослідження щодо глибшого розуміння 

взаємодії гамет свиней із культуральним сере-

довищем, а також шляхів його модифікації з 

метою підвищення життєздатності та покра-

щення ембріонального розвитку. 

Отже, в разі застосування середовища 

«CDM» для культивування ембріонів свиней 

отриманих із нативних яйцеклітин рівень дроб-

лення ембріонів до стадії ранньої морули може 

сягати 16,4 ± 3,5%. Застосування середовища 

«Sage 1-Step» можливе як альтернатива на поча-

ткових стадіях культивування ембріонів. Засто-

совані біотехнологічні підходи щодо підвищен-

ня життєздатності ембріонів свиней забезпечили 

оптимальні умови для дроблення та розвитку 

зародків поза організмом.  
 

Рис. 2. Індекс дроблення in vitro ембріонів свиней за використання різних культуральних середовищ. 
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Висновки 

Розроблено біотехнологічну модель ефек-

тивного одержання ембріонів свиней in vitro за 

застосування різних культуральних середовищ 

для культивування ембріонів поза організмом. 

Встановлено, що за використання середо-

вища «CDM» для культивування in vitro ембріо-

нів свиней, одержаних із нативних яйцеклітин, 

сприяє збільшенню кількості отриманих 9–16 

клітинних ембріонів на 3,5%, порівняно із сере-

довищем «Sage 1-Step».  
Інформація про фінансову підтримку, подяки: 

відсутня. 
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редакційної колегії збірника наукових праць «Фактори 

експериментальної еволюції організмів». Інші автори 

заявляють про відсутність конфлікту інтересів. 
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USE OF DIFFERENT CULTURE MEDIA FOR IN VITRO DEVELOPMENT OF PIG EMBRYOS 

Aim. To study the influence of different culture media on the efficiency of obtaining and developing pig embryos in 

vitro. Methods. Biotechnological, embryological and morphological methods, as well as methods of statistical data 

processing were applied. Results. Stable indicators of crushing of pig embryos in the media «CDM» and «Sage 1-Step» 

were established without a significant difference between them at the early stages of development. Further cultivation to 

the stage of early morula indicates a slight advantage of the medium «CDM» (16.4 ± 3.5% and 12.9 ± 3.0%, respective-

ly). The coefficient and index of crushing in vitro embryos were analysed when using different culture media for in 

vitro development of pig embryos. It was shown that the initial development of embryos in vitro in both media is stable. 

Conclusion. It was found that the use of «CDM» medium for in vitro cultivation of pig embryos contributes to an in-

crease in the number of 9-16-cell embryos obtained by 3.5%, compared to «Sage 1-Step» medium.  

Keywords: oocyte-cumulus complex, culture medium, oocyte maturation, in vitro fertilization, embryo. 
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