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КРІОКОНСЕРВАЦІЯ ООЦИТ-КУМУЛЮСНИХ КОМПЛЕКСІВ КОРІВ З 
ВИКОРИСТАННЯМ РІЗНИХ БІОЛОГІЧНО АКТИВНИХ РЕЧОВИН 

П. А. ТРОЦЬКИЙ 

Інститут розведення і генетики тварин імені М.В.Зубця НААН (Чубинське, Україна) 
trotskiy_pa@ukr.net  

Досліджено ефективність використання різних біологічно активних речовин у 
еквілібраційному та вітрифікаційному розчинах при заморожуванні ооцит-кумулюсних 
комплексів корів. Встановлено, що застосування сироватки крові корів у еквілібраційному 
розчині при кріоконсервації ооцит-кумулюсних комплексів корів підвищує кріорезистентність 
ооцитів корів до дії низьких температур, що дозволяє отримувати на 5,4–15,5% більше гамет 
на метафазі-2 мейозу. Використання фетальної сироватки крові корів, унітіолу, 
ацетилхоліну у вітрифікаційному розчині для заморожування ооцит-кумулюсних комплексів 
корів не впливає на кріорезистентні властивості гамет. Аналіз проведених досліджень 
засвідчив перевагу використання сироватки крові корів при кріоконсервація ооцит-
кумулюсних комплексів корів, що призводить до збільшення на 11,5% зародків великої рогатої 
худоби після розморожування, дозрівання і запліднення in vitro. 
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CRYOPRESERVATION OF OOCYTE-CUMULUS COMPLEXES OF COWS WITH 
DIFFERENT BIOACTIVE SUBSTANCES 

P. A. Trotskiy 

Institute of Animal Breeding and Genetics nd. a. M.V.Zubets of NAAN, (Chubynske, Ukraine) 
trotskiy_pa@ukr.net  

The efficiency of using different biologically active substances in equilibration and vitrification 
solutions during freezing oocyte-cumulus complexes of cows has been researched. It is established 
that the use of cow blood serum in equilibration solution at cryopreservation of oocyte-cumulus 
complexes of cows increases cryoresistance of cow oocytes to low temperatures, thus providing by 
5,4–15,5% more gametes at metaphase-2 of meiosis. The use of fetal serum of cows, unithiol, 
acetylcholine in vitrification solution for freezing oocyte-cumulus complexes of cows does not affect 
cryoresistive properties of gametes. Analysis of the studies showed superiority of the use of serum at 
cryopreservation of cow oocyte-cumulus complexes, leading to increasing embryos of cattle by 11,5% 
after thawing, maturation and fertilization in vitro. 

Keywords: cryopreservation, oocyte-cumulus complexes, cryoprotector, vitrification 
solution, in vitro maturation, embryos 

КРИОКОНСЕРВАЦИЯ ООЦИТОВ-КУМУЛЮСНЫХ КОМПЛЕКСОВ КОРОВ С 
ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ РАЗЛИЧНЫХ БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ 

П. А. Троцкий 

Институт разведения и генетики животных имени М.В.Зубца НААН, (Чубинское, 
Украина) 

Исследовано эффективность использования различных биологически активных веществ 
в эквилибрационном и витрификационном растворах при замораживании ооцит-кумулюсных 
комплексов коров. Установлено, что применение сыворотки крови коров в эквилибрационном 
растворе при криоконсервации ооцит-кумулюсных комплексов коров повышает 
криорезистентность ооцитов коров к действию низких температур, позволяет получать на 
5,4–15,5% больше гамет на метафазе-2 мейоза. Использование фетальной сыворотки крови 
коров, унитиола, ацетилхолина в витрификационном растворе для замораживания ооцит-
кумулюсных комплексов коров не влияет на криорезистентные свойства гамет. Анализ 
проведенных исследований показал преимущество использования сыворотки крови коров при 
криоконсервации ооцит-кумулюсных комплексов коров, что приводит к увеличению на 11,5% 
зародышей крупного рогатого скота после размораживания, созревания и оплодотворения in 
vitro. 

Ключевые слова: криоконсервация, ооцит-кумулюсные комплексы, 
криопротекторы, витрификационый раствор, созревание in vitro, эмбрионы 

 

Вступ. Впровадження біотехнологічних технологій в тваринництві слід розглядати не 
тільки з точки зору інтенсифікації селекційного процесу (отримання ембріонів в пробірці, їх 
трансплантація), а в більшій мірі, як розробку ефективних методів заморожування і тривалого 
зберігання клітин ссавців, в тому числі яйцеклітин і ембріонів. У тваринництві застосування 
методів біотехнології сприяє збільшенню темпів генетичного прогресу, збереженню 
генофонду порід у вигляді спермобанку, ембріобанку та кріобанку ооцитів, одержанню і 
регулюванню потомків бажаної статі, забезпеченню генетичної оцінки гамет і ембріонів, 
дозволить використовувати генетичний потенціал тварин після їх вибракуванням за віком та 
багаторазово тиражувати і створити нові генотипи із заданими властивостями [1, 2, 3]. 
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Незважаючи на те, що вже отримано потомство з деконсервованих і дозрілих поза 
організмом яйцеклітин заморожених надшвидким методом, ефективність цих технологій 
залишається низькою. Всі вживані для заморожування ооцитів кріопротектори є осмотично 
активними речовинами і при використовуваних концентраціях істотно змінюють клітинний 
об’єм. Вітрифікація значно спрощує саму процедуру заморожування, бо вона не потребує 
контролю швидкості охолодження і необхідності сидингу, а тому не потребує наявності 
спеціальних дорогих приладів – програмних заморожувачів. До того ж вітрифікація значно 
спрощує процес заморожування, при ній немає позаклітинної кристалізації – однієї з головних 
причин клітинних пошкоджень [4, 5].  

Прогрес у галузі сучасних біотехнологій відтворення неможливий без розробки простого 
і ефективного методу заморожування ооцитів, яйцеклітин, зигот і ембріонів 
сільськогосподарських тварин, отриманих in vivo та in vitro. Одним із шляхів вирішення цієї 
проблеми є удосконалення середовищ та умов заморожування статевих клітин та ембріонів. 
Хоча загальний розвиток методу кріоконсервації відбувається шляхом спрощення 
еквілібраційних і вітрифікаційних розчинів, які були б здатні забезпечувати повноцінний 
розвиток деконсервованих гамет. Доповнення розчину для кріоконсервації біологічно 
активними речовинами сприяє захисту гамет протягом заморожування-розморожування, а 
визначення закономірностей дії цих речовин сприятиме вдосконаленню процедури 
культивування деконсервованих ооцитів поза організмом. Отже, необхідні поглиблені 
фундаментальні дослідження механізмів формування зрілих яйцеклітин корів, отриманих з 
деконсервованих ооцитів з метою отримання з них доімплантаційних ембріонів [6, 7, 8]. 

Метою роботи було провести порівняльний аналіз різних біологічно активних речовин у 
еквілібраційному та вітрифікаційному розчинах при кріоконсервуванні ооцит-кумулюсних 
комплексів корів. 

Матеріал і методика досліджень. Об’єктом експериментальних досліджень були 
ооцит-кумулюсні комплекси корів чорно-рябої породи. Ооцити отримували шляхом надрізу 
лезом видимих антральних фолікулів, вимивали середовищем Дюльбекко, виловлювали 
пастерівською піпеткою та оцінювали за морфологічними ознаками. Для заморожування 
використовували ооцити з гомогенною тонкозернистою ооплазмою, неушкодженою прозорою 
оболонкою, щільним або частково розпушеним кумулюсом. 

Перед заморожуванням гамети корів обробляли еквілібраційним розчином, а потім 
переносили у вітрифікаційний розчин. Всі еквілібраційні (10% гліцерин + 20% пропандіол) та 
вітрифікаційні (25% гліцерин + 25% пропандіол) розчини для кріоконсервації ооцит-
кумулюсних комплексів корів були приготовлені на фосфатно-сольовому буфері Дюльбекко з 
додаванням 20% фетальної сироватки корів, 1х10-4 М унітіолу, 1х10-6 М ацетилхоліну та без 
додавання біологічно активних речовин. 

Після розморожування гамет виведення кріопротекторів з них проводили шляхом 
перенесення їх на 10 хв. у розчин 1,0 М сахарози. Ооцит-кумулюсні комплекси корів 
культивували протягом 27 год. при температурі 38,5ºС, 5% CO2 у повітрі, в краплях 
середовища 199 з 10% попередньо інактивованою сироваткою корів, 2,5 мкг/мл ФСГ, 1,0 
мкг/мл естрадіолу, 2,5 МОд/мл лютеінізуючого гормону, 2,0 мМ натрія пірувату, 2,92 мМ 
кальція лактату, 40 мкг/мл гентаміцину. 

Після дозрівання поза організмом нативні та деконсервовані яйцеклітини корів підлягали 
заплідненню in vitro. Для запліднення in vitro використовували відповідно заморожену сперму 
бугая. Капацитацію сперматозоїдів здійснювали гепарином (100 од/мл) за методикою Parrish 
J.J. et al. [9]. Спільне інкубування яйцеклітин і сперматозоїдів проводили в термостаті при 
температурі 38,5ºС, 5% CO2 в повітрі, в краплях середовища Fert.-TALP. Після 12–18 годин 
спільного інкубування яйцеклітини і зиготи відмивали від прилиплої сперми і переносили в 
краплі середовища CDM для подальшого культивування. 

На різних етапах культивування ооцити та ембріони підлягали морфологічному і 
цитогенетичному аналізу. Цитогенетичні препарати готували за методом Tarcowski A.K. або 
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Ushijima M. et al., забарвлювали 2,0%-ним розчином Гімза («Fluka») та досліджували під 
мікроскопом. 

Результати досліджень. Проведено дослідження з додавання деяких біологічно 
активних речовин (фетальної сироватки корів – варіант А, унітіолу – варіант Б, ацетилхоліну 
– варіант В, без додавання біологічно активної речовини – варіант Г, в контрольній групі (К) 
клітини не заморожували) у еквілібраційний та вітрифікаційний розчини при заморожуванні 
ооцит-кумулюсних комплексів корів. 

За результатами експериментальних досліджень встановлено, що введення у 
еквілібраційний розчин  вищенаведених компонентів для заморожування ооцит-кумулюсних 
комплексів корів підвищує їх кріорезистентність, про що свідчить збільшення на 5,4–23,0% 
показника дозрівання поза організмом деконсервованих гамет до метафази-2 мейозу після 27 
годинного культивування та зменшення на 2,9–15,3% показника кількості ооцитів з 
хромосомними порушеннями. 

Введення біологічно активних речовин у вітрифікаційний розчин (табл. 1) та подальше 
культивування після заморожування-розморожування протягом 27 годин ооцит-кумулюсних 
комплексів корів виявило збільшення на 3,9–16,4% показника дозрівання поза організмом 
деконсервованих гамет до метафази-2 мейозу та зменшення на 2,9–8,4% показника кількості 
ооцитів з хромосомними порушеннями. 

1. Застосування біологічно активних речовин у вітрифікаційному розчині при заморожуванні ооцит-
кумулюсних комплексів корів 

Варіанти 
досліду 

Кількість 
заморожених 

клітин 

Кількість клітин, 
придатних для 
культивування 

після 
розморожування 

Кількість клітин: 

на 
метафазі-2 

на інших стадіях 
мейозу 

з хромосомними 
порушеннями 

n % n % n % n % 
А 120 112 93,3 ±2,3 63 56,2a ±4,7 19 17,0 ±3,5 30 26,8e ±4,2 
Б 117 107 91,5 ±2,6 56 52,3ad ±4,8 18 16,8 ±3,6 33 30,8eg ±4,5 
В 123 118 95,9 ±1,8 59 50,0ad ±4,6 24 20,3 ±3,7 35 29,7e ±4,2 
Г 142 128 90,1 ±2,5 51 39,8b ±4,3 32 25,0 ±3,8 45 35,2eh ±4,2 
К 99 -- -- 78 78,8c ±4,1 8 8,1 ±2,7 13 13,1f ±3,4 
Примітка. a:b; a:c; e:f – р<0,05;  b:d; f:g – р<0,01;  d:c; c:d; f:h – р<0,001, критерій Стьюдента. 
В цій та наступних таблицях різні суперскріпти в межах однієї колонки вказують на вірогідну різницю між 

показниками. 
 

Порівняльний аналіз результатів із запліднення in vitro деконсервованих яйцеклітин 
корів, що були заморожені з використанням фетальної сироватки корів (варіант – А) та без неї 
(варіант – Б) (табл. 2) виявив позитивний ефект додавання її у еквілібраційне та вітрифікаційне 
середовища при заморожуванні гамет корів, що призводило до збільшення на 11,5% 
отримання зародків великої рогатої худоби в умовах in vitro. 

2. Запліднення деконсервованих яйцеклітин, що були заморожені з використанням біологічно активних 
речовин 

Варіанти 
досліду 

Кількість 
клітин, що 
підлягали 
заплід-
ненню 
in vitro 

Кількість ембріонів на стадіях: 

всього 
з них % від загальної кількості зародків 

2-клітинних 3–4-клітинних 5–8-клітинних 9–16-клітинних 

n % n % n % n % n % 

А 109 22 20,2a ±3,8 4 18,2 ±8,2 2 9,1 ±6,1 6 27,3 ±9,5 10 45,4 ±10,6
Б 126 11 8,7b ±2,5 4 36,3 ±14,5 3 27,3 ±13,4 2 18,2 ±11,6 2 18,2 ±11,6
К 81 36 44,4c ±5,5 3 8,3 ±4,6 2 5,5 ±3,8 11 30,6 ±7,7 20 55,6 ±8,3 
Примітка. a:b – р<0,05;  a:c – р<0,01; b:c – р<0,001,  критерій Стьюдента. 
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Таким чином, аналіз результатів експериментальних досліджень свідчить про різну 
ефективність використання фетальної сироватки корів, унітіолу, ацетилхоліну у 
еквілібраційному розчині для заморожування ооцит-кумулюсних комплексів корів виявив 
різну ефективність їх використання. Не встановлена перевага використання цих біологічно 
активних речовин у вітрифікаційному розчині для кріоконсервації гамет корів за таких 
показників, як дозрівання поза організмом деконсервованих ооцит-кумулюсних комплексів до 
метафази-2 мейозу.  

Висновки. Введення в кріоконсервуючий розчин фетальної сироватки корів підвищує 
кріорезистентність ооцитів корів до охолодження, що приводить до збільшення на 23,0% 
показника дозрілих поза організмом деконсервованих гамет до метафази-2 мейозу та на 11,5% 
отриманих зародків великої рогатої худоби в умовах in vitro. 
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