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У статті наведено аналіз літературних джерел щодо використання методу ICSI 
(іntracytoplasmic sperm injection – інтрацитоплазматична ін’єкція сперматозоїда в ооцит) для 
отримання ембріонів тварин in vitro. Метод ICSI забезпечує ефективне запліднення із залу-
ченням мінімальної кількості сперматозоїдів, що вкрай важливо під час роботи із генетичним 
матеріалом тварин, який зберігається тільки в кріобанках в обмеженій кількості або твари-
нами, які перебувають на межі зникнення. Проведено порівняльний аналіз використання ме-
тоду ICSI за різних його модифікацій на можливість застосування таких підходів для одер-
жання ембріонів в умовах in vitrо. Встановлено, що для раціонального використання племінних 
(генетичних) ресурсів у свинарстві необхідно розробляти та удосконалювати біотехнологічні 
методи відтворення з метою подальшого впровадження їх в практику. 
Ключові слова: свині, ICSI, запліднення, біорізноманіття, кріоконсервація 
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In the article the likely solution to the urgent problem of preserving breeds of animals that are 
on the verge of extinction or have disappeared forever, but their genetic material is cryopreserved, 
using the method of intracytoplasmic injection of sperm into the oocyte (ICSI) was discussed. This 
method allows increasing the efficiency of fertilization with the involvement of fewer gametes, which 
is extremely advantageous in working with extinct species and species that are on the verge of extinc-
tion. Our data on the application of the ICSI method with various modifications allow us to say that 
this method is quite promising for implementation it in practice. 
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В статье проведен анализ литературных данных по использованию метода ICSI 

(intracytoplasmic sperm injection – интрацитоплазматическая инъекция сперматозоида в оо-
цит) для получения эмбрионов животных in vitro. Метод ICSI обеспечивает эффективное 
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оплодотворение с использованием минимального количества сперматозоидов, что крайне ва-
жно при работе с генетическим материалом животных, который хранится только в крио-
банках в ограниченном количестве или животными, находящимися на грани исчезновения. 
Проведен сравнительный анализ использования метода ICSI при различных его модификациях 
и возможность применения таких подходов для получения эмбрионов в условиях in vitrо. Уста-
новлено, что для рационального использования племенных (генетических) ресурсов в свино-
водстве необходимо разрабатывать и совершенствовать биотехнологические методы во-
спроизводства с целью дальнейшего внедрения их в практику. 
Ключевые слова: свиньи, ICSI, оплодотворение, биоразнообразие, криоконсервация 

 
В статье приведены литературные данные по использованию метода искусственного 

оплодотворения для получения эмбрионов свиней in vitro (интрацитоплазматической ин-
ъекции сперматозоида в ооцит (ICSI – Intracytoplasmic sperm injection)) с целью установления 
возможности применения таких подходов для сохранения и улучшения генофонда отечест-
венных пород свиней. Метод ICSI обеспечивает эффективное оплодотворение с использова-
нием минимального количества сперматозоидов, что очень удобно в работе с исчезающими 
видами и видами, которые находятся на грани исчезновения. Представленные нами данные 
по применению метода ICSI с различными модификациями указывают на перспективность 
применения метода ICSI для внедрения его в практику. 
Ключевые слова: свиньи, ICSI, оплодотворение, биоразнообразие, криоконсервация 

 
Вступ. Згідно з даними Продовольчої та сільськогосподарської організації ООН (FAO) 

щодо видового різноманіття одомашнених тварин з початку минулого століття в Європі серед 
локальних порід сільськогосподарських тварин зникли майже 11%, а під загрозою зникнення 
знаходиться понад 40% [13]. 

Якщо розглядати ситуацію щодо зникнення порід свиней, то наразі вона не є оптимісти-
чною. Станом на 2019 рік серед регіональних порід свиней в Європі та Кавказі зниклими вва-
жаються 21% порід, в небезпеці 32%, і лише 7% з них – не в зоні ризику (рис. 1). В Україні на 
межі зникнення перебувають одночасно кілька порід свиней: українська степова ряба, манга-
лиця, українська степова біла та локальна дніпропетровська популяція української м’ясної. 
Такі дані в цілому та в Україні, зокрема свідчать про недостатні зусилля, які залучені до збе-
реження генофонду або ж неефективність методів, які застосовуються наразі [13, 20]. 

 

 
Рис. 1. Стан порід свиней в Європі та Кавказі у 2019 році 
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До того ж пандемія коронавірусу Covid-19, яка розпочалася в 2019 році та продовжується 
досі, показала, що країни не готові до боротьби з новими вірусами, які можуть вражати як 
тварин, так і людей. Підтвердженням цьому є і зникнення в 2018 році двох вітчизняних порід 
свиней: миргородської та великої чорної, внаслідок спалаху африканської чуми свиней. Тому 
зберігання автохтонних порід, у вигляді невеликих популяцій є вкрай ризикованим способом 
збереження різноманіття. Такі підходи є також ризикованими і через те, що в невеликих попу-
ляціях явище інбридингу може спричиняти дрейф генів і, як наслідок, може призводити до 
накопичення небажаних мутацій [1, 13, 15, 18]. 

Рішенням цієї проблеми може стати кріоконсервація генетичного матеріалу у вигляді 
сперми, ооцитів та ембріонів сільськогосподарських тварин та зберігання його у кріосховищах 
упродовж необмеженого часу [5, 15, 16]. Зважаючи на те, що після кріоконсервації виживає 
невеликий відсоток ооцитів і сперматозоїдів ми маємо обмежену кількість вихідного матері-
алу і тому існує нагальна потреба максимально оптимізувати процес отримання ембріонів для 
раціонального використання цінного генетичного матеріалу. Побічною проблемою є те, що 
активність кріоконсервованих сперматозоїдів кнурів не завжди забезпечують високу частоту 
запліднення та формування якісних ембріонів на доімплантаційних стадіях у разі застосуванні 
методу запліднення in vitro. Однією з найголовніших проблем даного методу також є і немо-
жливість контролювати явище поліспермії під час запліднення ооцита та низьку здатність до 
розвитку отриманих зигот. Це призводить до того, що у разі недосконалого методу дозрівання 
ооцит-кумулюсних комплексів запліднення буде низьким і встановити причину даного явища 
буде вкрай важко [2, 18]. 

Однак, у свинарстві є загроза зникнення порід через періодичні спалахи інфекційних за-
хворювань. Науковці постійно приділяють увагу питанням збереження генофонду цього виду 
тварин, але підходи до кріоконсервації гамет та ембріонів все ще не забезпечують стабільних 
та високих результатів. Деякі біотехнологічні маніпуляції мали лише інформативний характер 
[20] хоча для практичних підходів до збереження генофонду вкрай необхідні. 

Метод ICSI – це запліднення ооцитів in vitro під час якого відбувається ін’єкція одного 
сперматозоїда в зрілий ооцит на стадії метафази ІІ мейозу. ICSI включає іммобілізацію спер-
матозоїда шляхом пошкодження хвоста, аспірацію цитоплазми ооцита ін'єкційною піпеткою 
та випускання одного сперматозоїда в цитоплазму. Порушення цитоплазми ооцита та сперма-
тозоїда є важливим етапом для успішного запліднення, оскільки пошкодження ооцита це не-
обхідний крок для злиття двох гамет, а пошкодження хвоста сперматозоїда важливе для виві-
льнення розчинних факторів сперми, які мають індукувати активацію ооцитів. Наразі він до-
бре відпрацьований на ооцитах жінок, але для ооцитів інших видів ссавців залишається недо-
статньо оптимізованим для досягнення відповідного рівня запліднення та формування ембрі-
онів. Наразі в нашій країні дуже мало даних щодо застосування методу ICSI для in vitro заплі-
днення тварин, в тому числі свиней, хоча цей метод підвищить ефективність запліднення та 
формування повноцінних ембріонів. 

Матеріали та методи дослідження. Для реалізації поставленої мети проведено патент-
ний пошук щодо ефективного застосування методу ICSI для отримання ембріонів in vitro та 
застосовано методи опису, порівняння та синтезу. 

Результати досліджень. Проведення ICSI забезпечує вирішенням складного питання 
поліспермії під час запліднення in vitro [9]. Цей метод забезпечує використання мінімальної 
кількості вихідного матеріалу для отримання максимальної кількості ембріонів та надає мож-
ливість застосування в тому числі і сперматозоїдів з недостатньою рухливістю. Оскільки цей 
метод для одержання ембріонів свиней in vitro є багатоступеневим: необхідно отримати до-
зрілі in vitro ооцити, освоїти процедуру відбору сперматозоїда в ін’єкційну піпетку, прове-
дення процедури ICSI та культивування ембріонів, нами відпрацьовано всі етапи, хоча етап 
культивування ембріонів після ICSI потребує удосконалення. Так ооцити свиней, які нами ку-
льтивовані in vitro до стадії метафази ІІ мейозу і мали ідентифіковане перше полярне тіло були 
успішно ін’єктовані з внесенням одного сперматозоїда в цитоплазму ооцита (рис. 2). 
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Незважаючи на переваги методу ICSI та перспективність його застосування для підви-
щення ефективності запліднення існує ряд проблем з використанням його для гамет тварин, 
порівняно з гаметами людини. Насамперед, під час запліднення ооцитів великої рогатої ху-
доби та свиней, спостерігається значно менша кількість отриманих ембріонів. На думку нау-
ковців на це можуть впливати декілька факторів, серед яких використанням ін'єкційної 
піпетки меншого діаметру для сперматозоїдів людини (вони менші за сперматозоїди тварин і  
відбувається менша травматизація ооцита), відсутністю  процедури  центрифугування   
ооцитів перед ICSI, яке потрібно для деяких видів тварин та коротшим джгутиком 
сперматозоїда, що забезпечує потрапляння меншої кількості чужорідної рідини в цитоплазму 
[9, 14]. 

Рис. 2. Запліднення in vitro ооциту свині методом ICSI. 
А – утримуюча піпетка; Б – ооцит свині; В – полярне тільце; Г – сперматозоїд. Об. 10х, ок. 40х 

Дослідження із запліднення in vitro на розморожених незрілих ооцитах свиней, які пере-
бували на стадії зародкового пухирця показали низький рівень формування бластоцист – 5,2% 
[2]. Встановлено, що вітрифіковані ооцити, заплідненні in vitro мали вищий рівень формування 
бластоцист, ніж ооцити тієї ж групи запліднені методом ICSI. Автори це явище пояснюють 
недостатністю фізіологічної складової в процесі ICSI. Сперматозоїди можуть пропускати не-
обхідні етапи природнього запліднення, такі як впізнавання ооцита і сперматозоїда та акросо-
мальна реакція [4, 7, 8, 10]. 

Також проведення ICSI потребує використання розчину полівінілпіролідону для спові-
льнення швидкості руху сперматозоїдів. Ця молекула може бути шкідливою під час введення 
її в ооцит і негативно впливати на запліднення та деконденсацію ДНК сперматозоїдів. Нами 
відпрацьовано процедуру відбору сперматозоїда кнура в ін’єкційну піпетку після спо-
вільнення його руху в розчині полівінілпіролідону (рис. 3). 

На противагу цьому, інші дослідження показали, що нижча ефективність застосування 
ICSI, порівняно із запліднення in vitro пов'язана з неправильним вибором сперми для заплід-
нення [11]. Для збільшення кількості отриманих зигот при заплідненні in vitro з використанням 
методу ICSI науковці використовують різні методики, що дозволяють підвищувати результа-
тивність даного методу [2, 6, 14]. 

В 2018 році було доведено, що суттєво покращується результативність проведення за-
пліднення модифікованим методом ICSI у разі використання гіалуронової кислоти для вибору 
сперматозоїдів під назвою PICSI [2]. Також встановлено, що  тільки зрілі сперматозоїди мають 
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рецептор до гіалуронової кислоти, яка міститься на прозорій оболонці ооцита, тому для заплі-
днення відбираються тільки зрілі сперматозоїди. 

Рис. 3. Сперматозоїди кнура в розчині полівінілпіролідону та ін’єкційна піпетка. Об. 10х, ок. 40х 

Іншим модифікованим методом ICSI є метод пошкодження головки. Під час природного 
процесу запліднення цитоплазма з'єднується з постакросомальною ділянкою плазматичної 
мембрани головки сперми. Тому для кращої результативності запліднення запропоновано по-
шкоджувати не джгутик, а головку сперматозоїда. Більшість існуючих методик запліднення 
ICSI поєднують у собі різноманітні техніки пошкодження хвоста сперматозоїда, але в 2003 
році було проведено дослідження згідно з яким відбувалося пошкодження головки спермато-
зоїда перед поміщенням його в ооцит. Крім того, в дослідженні Yong H. Y. et al. було викори-
стано полівінілалкоголь, замість полівінілпіролідону. Припускають, що уникнення шкідли-
вого ефекту від полівінілпіролідону покращить розвиток запліднених ооцитів. До того ж, у 
разі використання полівінілалкоголю мінеральна олія в процесі проведення процедури менше 
налипає на піпетку, так само як і клітинні рештки. Це значно покращує процес засмоктування 
цитоплазми та випускання сперматозоїда, і є більш безпечно, що в свою чергу знижує кількість 
дегенерованих ооцитів. У разі застосування такого методу утворення бластоцист підвищува-
лось на 6%, порівняно з контрольною групою, де ооцити були запліднені традиційним мето-
дом ICSI [14]. 

Тривалий час існувала думка, що пошкодження головки сперматозоїда призводить до 
пошкодження генетичного матеріалу, це в свою чергу призводить до відсутності запліднення 
чи формування аномальних ембріонів. Тому серед вимог до проведення ICSI основним було 
перебивання хвостика та уникнення ділянки головки та шийки сперматозоїда. Але Yong H. Y. 
et al. довели, що дисульфідні мости головки сперматозоїда, які формуються проходячи через 
епідидиміс роблять ядро сперматозоїда стійким до хімічних та фізичних розривів [14]. 

Deng T. et al. в 2020 році оприлюднили результати досліджень щодо обробки ооцитів під 
час процедури ICSI урходезоксихолевою кислотою та довели, що такий підхід збільшує кіль-
кість отриманих зигот. Цей феномен вони пояснюють здатністю даної речовини зменшувати 
оксидативний стрес, який спричиняється під час цієї процедури в ендоплазматичному ретику-
лумі та попереджувати процеси апоптозу [6]. 

Незважаючи на всі вищеназвані проблеми згідно з опублікованими даними Американ-
ської асоціації трансплантації ембріонів, за 2018 рік в Сполучених штатах Америки із усіх 
трансплантованих ембріонів різних видів тварин 40% були заплідненими методом ICSI 
[12]. З цього можемо зробити висновок, що хоча  проблема запліднення методом ICSI 
залишається    невирішеною,   цей   метод   є   достатньо   перспективним   біотехнологічним 
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методом для застосування його у тваринництві. Зважаючи, на швидке зникнення порід 
свиней даний метод буде доцільним для опанування та застосування його для відтворення 
генофонду цінних порід свиней. 

Висновки. З огляду на несприятливі соціально-економічні зміни, які викликані 
пандемією та іншими інфекційними хворобами надійними підходами до ефективного 
вирішення завдань збереження та відтворення генофонду сільськогосподарських тварин є 
широке впровадженням в практику сучасних біотехнологічних методів. Під час розробки 
програм збереження генофонду необхідно врахувати закономірності генетичних процесів в 
обмежених популяціях, орієнтуватися на широке використання таких біотехнологічних 
методів, як заморожування епідидимальних сперматозоїдів плідників; кріоконсервація 
ооцитів і отримання ембріонів in vitro, різними методами в тому числі і методом ICSI в разі 
обмеженої кількості генетичного матеріалу. Удосконалення біотехнологічних методів для 
кожного виду сільськогосподарських тварин збільшить кількість запліднених клітин та 
покращить якість сформованих ембріонів на доімплантаційних стадіях розвитку, що є 
ключовим для подальшого використання генетичного матеріалу в програмах збереження 
генофонду сільськогосподарських тварин. 
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