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Наведено результати експериментальних досліджень із оцінки життєздатності декон-
сервованих ооцит-кумулюсних комплексів корів кріоконсервованих надшвидким мето-
дом. Проведено культивування in vitro гамет корів, що були кріоконсервовані при вико-
ристанні різних концентрацій етиленгліколю і пропандіолу з наступним їх заплідненням 
та морфологічний і цитогенетичний аналізи яйцеклітин і отриманих in vitro ембріонів. 
Встановлено, що життєздатність деконсервованих гамет корів заморожених надшвид-
ким методом залежить від концентрації етиленгліколю і пропандіолу у еквілібраційному 
і вітрифікаційному розчинах.
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Вступ. Методи зберігання ооцитів і ембріонів надзвичайно важливі для роз-
витку тваринництва, біології та медицини. Дослідники, які працюють у га-

лузі біології розвитку ссавців, зокрема великої рогатої худоби, постійно стика-
ються з проблемою одержання гамет самиць на різних стадіях мейозу та емб-
ріонів різних стадій розвитку. Проте постійне їх отримання в необхідній кількості 
потребує великих затрат часу і фінансів. Глибоке заморожування в рідкому азоті 
до температури –196 °С (в такому стані клітини можуть зберігатись роками) 
може деякою мірою вирішити цю проблему. Інтенсивна розробка і впроваджен-
ня у виробництво технології трансплантації ембріонів великої рогатої худоби 
також спонукала до розробки методу зберігання гамет у рідкому азоті з вико-
ристанням кріопротекторів [1 – 4]. З аналізу літературних даних відомо, що 
кріоконсервування гамет тварин і особливо корів достатньо інформативні і 
свідчать про великий інтерес вчених і практиків до вивчення цієї проблеми. Ос-
новні дослідження були направлені на вивчення дії кріопротекторів на гамети 
при кріоконсервуванні, розробку сучасних методів їх збереження та вивчення 
процесів кріопошкодження і кріозахисту. Важливе значення для впровадження 
методів кріоконсервування, зберігання і практичного використання генетично-
го матеріалу в племінному тваринництві є інтенсивне використання ооцитів, яй-
цеклітин і ембріонів сільськогосподарських тварин, отриманих як in vivo, так і in 
vitro. Непередбачуваність результатів кріоконсервування гамет корів у кожному 
окремому випадку робить процес їх заморожування технологічним і затратним. 
У зв’язку з цим вивчення технологічних питань використання кріопротекторів у 
еквілібраційному та вітрифікаційному розчинах є досить актуальним [5 – 8]. 
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Метою досліджень було оцінити жит-
тєздатність і дозрівання поза організмом 
деконсервованих ооцит-кумулюсних ком-
плексів корів, що були кріоконсервовані 
надшвидким методом з використанням 
різних концентрацій етиленгліколю і про-
пандіолу в еквілібраційному та вітрифіка-
ційному розчинах. 

Матеріали і методи
Об’єктом експериментальних дослід-

жень були ооцит-кумулюсні комплекси 
корів. Ооцити отримували шляхом надрізу 
лезом видимих антральних фолікулів, ви-
мивали середовищем Дюльбекко, вилов-
лювали пастерівською піпеткою та оціню-
вали за морфологічними ознаками під 
мікроскопом. Для заморожування вико-
ристовували ооцити корів із гомогенною 
тонкозернистою ооплазмою, неушкодже-
ною прозорою оболонкою, щільним або 
частково розпушеним кумулюсом. Перед 
заморожуванням гамети обробляли 
еквілібраційним розчином (10 хв.) потім 
переносили у вітрифікаційний розчин 
(30 с). Еквілібраційний та вітрифікаційний 
розчини були приготовлені (об’ємне спів-
відношення) на фосфатно-сольовому бу-
фері Дюльбекко з додаванням 20 % сиро-
ватки крові корів, яку попередньо інакти-
вували при 56 °С протягом 30 хв. 
Виведення кріопротекторів після розмо-
рожування гамет корів проводили шляхом 
перенесення їх на 10 хв у розчин 1,0 М са-
харози. Потім клітини тричі відмивали 
середовищем М–199, оцінювали за мор-
фологічними ознаками і переносили в се-
редовище для культивування. Ооцит-куму-
люсні комплекси корів культивували в чо-
тирьохлункових планшетах протягом 27 
год, при температурі 38,5 °С, 5 % СО2 у 
повітрі, в краплях середовища 199 з 10 % 
попередньо інактивованою сироваткою 
крові корів, 2,5 мкг/мл ФСГ, 1,0 мкг/мл 
естрадіолу, 2,5 МОд/мл лютеінізуючого 
гормону, 2,0 мМ натрію пірувату, 2,92 мМ 
кальцію лактату, 40 мкг/мл гентаміцину. 

Частина гамет корів після культивування 
поза організмом підлягала цитогенетич-
ному аналізу, цитогенетичні препарати го-
тували за методом Tarkowski A.K. [9], за-
барвлювали 2,0 % розчином Гімза та до-
сліджували під мікроскопом. Решта 
нативних (контрольна група) та деконсер-
вованих яйцеклітин після дозрівання поза 
організмом підлягала заплідненню in vitro. 
Для запліднення in vitro яйцеклітин корів 
використовували заморожену сперму бу-
гая. Капацитацію сперматозоїдів здійсню-
вали гепарином (100 од/мл) за методи-
кою Parrish J.J. et al. [10]. Спільне інкубу-
вання яйцеклітин і сперматозоїдів 
проводили в термостаті при температурі 
38,5 °С, 5 % СО2 в повітрі, в краплях середо
вища Fert.-TALP. Після 12–18 год спільно-
го інкубування яйцеклітини і зиготи відми-
вали від прилиплої сперми і переносили в 
краплі середовища CDM для подальшого 
культивування. Цитогенетичні препарати 
гамет після запліднення in vitro та зародків 
готували за методом Ushijima М. et al. [11].

Результати та обговорення
Добір і використання певних концент-

рацій і співвідношень кріопротекторів у 
еквілібраційному і вітрифікаційному розчи-
нах при кріоконсервуванні є одним із ос-
новних чинників, що забезпечують життє
здатність і подальший розвиток поза ор-
ганізмом деконсервованих гамет. На рис. 1 
наведено результати застосування різних 
концентрацій етиленгліколю і пропандіолу 
у еквілібраційному розчині при кріоконсер-
вуванні ооцит-кумулюсних комплексів 
корів. У варіантах досліду А-Д використо-
вували поступове збільшення концентрації 
етиленгліколю з 5 до 25 % та відповідне 
зменшення концентрації пропандіолу з 25 
до 5 % у загальному об’ємі еквілібраційно-
го розчину (загальний об’єм становив 
30 %). Варіант досліду К був контролем, в 
якому культивували in vitro нативні ооцит-
кумулюсні комплекси корів.
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Рис. 1. Застосування різних концентрацій етилен-
гліколю і пропандіолу в еквілібраційному розчині при 
заморожуванні ооцит-кумулюсних комплексів корів: 
а – метафаза–2, б – хромосомні порушення; А – 5 % 
етиленгліколю + 25 % пропандіолу; Б – 10 % етилен-
гліколю + 20 % пропандіолу; В – 15 % етиленгліколю 
+ 15 % пропандіолу; Г – 20 % етиленгліколю + 10 % 
пропандіолу; Д – 25 % етиленгліколю + 5 % пропанді-
олу; К – контрольна група (без заморожування)

За результатами експериментальних 
досліджень встановлено взаємозв’язок 
між рівнем концентрації кріопротекторів 
етиленгліколю та пропандіолу у еквілібра-
ційному розчині та рівнем мейотичного 
дозрівання деконсервованих ооцитів 
корів. Доведено, що на життєздатність де-
консервованих гамет впливає концентра-
ція і співвідношення кріопротекторів у 
еквілібраційному розчині за такими показ-
никами як кількість дозрілих до метафа-
зи–2 мейозу та кількість клітин з хромо-
сомними порушеннями.

Наступним завданням наших дослід-
жень було визначити оптимальну концент-
рацію етиленгліколю і пропандіолу у віт-
рифікаційному розчині, що забезпечить 
нам високі результати дозрівання декон-
сервованих ооцитів корів поза організмом. 
На рис. 2 наведено результати вико-
ристання різних концентрацій етиленгліко-
лю і пропандіолу у вітрифікаційному роз-
чині при кріоконсервуванні ооцит-куму-
люсних комплексів корів. Проведені 
експериментальні дослідження з порів-
няння різних концентрацій кріопротекторів 
у вітрифікаційному розчині при кріокон-
сервуванні гамет корів за умов збільшення 
концентрації етиленгліколю з 10 до 40 % та 

відповідне зменшення концентрації про-
пандіолу з 40 до 10  % (загальний об’єм 
становив 50 %). За результатами наших 
досліджень встановлено, що зменшення 
концентрації кріопротекторів етиленгліко-
лю і збільшення концентрації пропандіолу у 
загальному об’ємі вітрифікаційного розчи-
ну впливає на життєздатність та дозріван-
ня до метафази–2 мейозу ооцитів корів.

Рис. 2. Використання різних концентрацій етиленглі-
колю і пропандіолу у вітрифікаційному розчині при за-
морожуванні ооцит-кумулюсних комплексів корів: а 
– метафаза–2, б – хромосомні порушення; А – 10 % 
етиленгліколю + 40 % пропандіолу; Б – 20 % етилен-
гліколю + 30 % пропандіолу; В – 25 % етиленгліколю 
+ 25 % пропандіолу; Г – 30 % етиленгліколю + 20 % 
пропандіолу; Д – 40 % етиленгліколю + 10 % пропан-
діолу; К – контрольна група (без заморожування)

Проведені експериментальні дослід-
ження із запліднення in vitro попередньо 
дозрілих поза організмом деконсервова-
них яйцеклітин корів, що були заморожені з 
використанням різних концентрацій ети-
ленгліколю і пропандіолу. Встановлено, що 
в групі А, в якій склад еквілібраційного 
розчину становив 5 % етиленгліколю 
+25  % пропандіолу, а вітрифікаційного 
40  % етиленгліколю + 10 % пропандіолу 
(дані наведені в таблиці) загальний показ-
ник дроблення яйцеклітин після запліднен-
ня in vitro і 96 годинного подальшого куль-
тивування становить 5,2 %. В той час як в 
групі Б, в якій еквілібраційний розчин скла-
дався з 25 % етиленгліколю + 5 % пропан-
діолу, а вітрифікаційний розчин – з 10 % 
етиленгліколю + 40 % пропандіолу дроб-
лення яйцеклітин спостерігали у 12,6 % ви-
падках. В контрольній групі К, в якій для 
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дозрівання і запліднення in vitro викорис-
товували нативні ооцит-кумулюсні комп-
лекси корів, показник дроблення гамет 
становив 39,8 %.

Таким чином, на основі одержаних нами 
даних кріоконсервування ооцит-кумулюс-
них комплексів корів з різними концентра-
ціями та поєднаннями кріопротекторів 
етиленгліколю та пропандіолу у еквілібра-
ційному та вітрифікаційному розчинах, 
вважаємо, що поєднання цих двох кріопро-
текторів забезпечують при високих 
кріопротекторних властивостях меншу 
токсичність еквілібраційного та вітрифіка-
ційного розчинів, що, в свою чергу, сприяє 
більш повноцінному дозріванню деконсер-
вованих ооцитів. Це припущення підтверд-
жується в роботах [12 – 14], де показано 
підвищення рівня дозрівання і запліднення 
деконсервованих і дозрілих поза організ-
мом ооцитів при застосуванні комплексу 
кріопротекторів. Разом із тим, в останні 
роки все активніше стали застосовувати 
метод кріоконсервування ооцитів, яйце
клітин і ембріонів, який включає пряме за-
нурення пайєт з біооб’єктом в рідкий азот. 
Зважаючи на це, розробка ефективних 
способів визначення оптимальних концен-
трацій кріопротекторів у еквілібраційному 
та вітрифікаційному розчинах є актуаль-
ною і для вирішення проблеми кріоконсер-
вування ооцит-кумулюсних комплексів 
корів. 

Висновки
Встановлено, що використання для 

кріоконсервування ооцит-кумулюсних 
комплексів корів 25 % етиленгліколю і 5 % 
пропандіолу у еквілібраційному розчині та 
10 % етиленгліколю і 40 % пропандіолу у 
вітрифікаційному розчині сприяє збіль-
шенню на 7,4 % кількості отриманих за-
родків після запліднення in vitro деконсер-
вованих гамет.
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Таблиця. Результати запліднення in vitro деконсервованих яйцеклітин корів, що були заморожені з ви-
користанням різних концентрацій етиленгліколю і пропандіолу

Варіанти 
досліду

Кількість 
клітин, що 
підлягали 

заплідненню

Термін культи-
вування після 
запліднення, 

год.

Кількість ембріонів на стадіях:
2–4 

клітинних
5–8 

клітинних
9–16 

клітинних всього

n % n % n % n %
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Б 103 96 3 2,9 ±1,7 6 5,8 ±2,3 4 3,9 ±1,9 13 12,6а ±3,3
К 93 96 7 7,5 ±2,7 9 9,7 ±3,1 21 22,6 ±4,3 37 39,8b ±5,1

П р и мі  т к а :  а  :  b - Р <  0 , 0 0 1
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Оценка жизнеспособности 
деконсервированых  
ооцит-кумулюсных комплексов 
коров, замороженных сверхбыстрым 
методом

П.А. Троцкий

Институт разведения и генетики животных НААН 
Украины
Украина, 08321, Киевская обл., Бориспольский 
р-н, с. Чубинское, ул. Погребняка, 1
е-mail: trotskiy_pa@ukr.net

Приведены результаты экспериментальных 
исследований по оценке жизнеспособнос-
ти деконсервированных ооцит-кумулюсных 
комплексов коров криоконсервированных 
сверхбыстрым методом. Проведено культи-
вирование in vitro гамет коров, которые были 
криоконсервированы при использовании 
различных концентраций этиленгликоля и 

пропандиола с последующим их оплодо-
творением, морфологический и цитогене-
тический анализы яйцеклеток и полученных 
in vitro эмбрионов. Установлено, что жизне
способность деконсервованных гамет коров 
замороженных сверхбыстрым методом зави-
сит от концентрации этиленгликоля и пропан-
диола в эквилибрационном и витрификацион-
ном растворах.

Ключевые слова: эмбрионы, криоконсер-
вирование, ооцит-кумулюсные комплексы, 
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.


