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На основі аналізу цитоморфологічних досліджень встановлено, що із яєчників кролиць в 
період статевого дозрівання можна отримати значно більшу кількість (p < 0,05) ооцит-ку-
мулюсних комплексів, які придатні до культивування ніж із яєчників статевозрілих кролиць. 
Також встановлено, що рівень дозрівання ооцитів in vitro на 10% вищий в групі, вилученій із 
яєчників кролиць в період статевого дозрівання, порівняно з групою, отриманою із яєчників 
статевозрілих кролиць. 

За результатами цитоморфологічних досліджень встановлено, що у групі ооцитів, 
отриманих від кролиць в період статевого дозрівання рівень формування 2–4-х клітинних ем-
бріонів становив 68,1%, а в групі гамет від статевозрілих кролиць лише 46,8% (p < 0,05). До 
стадії морули in vitro розвинулись в середньому 22,2% ембріонів. 
Ключові слова: ооцит-кумулюсні комплекси (ОКК) кролиць, епідидимальні сперматозо-
їди, дозрівання та запліднення in vitro, ембріони кролів 
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Based on the analysis results cytomorphological studies found that a rabbit ovaries during 
puberty can be significantly more (p < 0,05) oocyte-cumulus complexes which are suitable for 
cultivation than from ovarian mature rabbit. Also found that the level of maturation of oocytes in 
vitro is 10% higher in the group removed from a rabbit ovary at puberty, compared with the group 
received from the ovaries mature rabbit. 

The results cytomorphological research found that in the group oocytes derived from rabbit 
puberty level 2–4 formation's cell embryos was 68,1%, and a group of mature gametes rabbit only 
46,8% (p < 0,05). By morula stage evolved on average 22,2% embryos. 
Keywords: rabbits oocyte-cumulus complexes (OCC), epididymal spermatozoa, in vitro matu-
ration and fertilization, embryos rabbits 
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На основе анализа цитоморфологических исследований установлено, что с яичников 
крольчих в период полового созревания можно получить значительно большее (p < 0,05) 
ооцит-кумулюсних комплексов, пригодных к культивированию вне организма, чем с яичников 
половозрелых крольчих. Также установлено, что уровень созревания ооцитов in vitro на 10% 
выше в группе, получиной с яичников крольчих в период полового созревания, по сравнению с 
группой полученной с яичников половозрелых крольчих. 
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По результатам цитоморфологических исследований установлено, что в группе ооцитов, от 
крольчих в период полового созревания уровень формирования 2–4-х клеточных эмбрионов 
составил 68,1%, а в группе гамет от половозрелых крольчих только 46,8% (p < 0,05). До 
стадии морулы развилось 22,2% эмбрионов.  
Ключевые слова: ооцит-кумулюсные комплексы (ОКК) крольчих, епидидимальни спер-
матозоиды, созревание и оплодотворение in vitro, эмбрионы кроликов 

 
Вступ. Кролі вважаються зручною моделлю для вивчення репродуктивних, серцево-су-

динних захворювань людини, а також для дослідження регенеративних процесів через суттєву 
подібність біохімічних і фізіологічних процесів. Окрім того, використання генетичного потен-
ціалу яєчників кролів та вивчення закономірностей проходження мейотичного дозрівання га-
мет самок в умовах in vitro є основою успіхів при клонуванні та створенні трансгенних тварин, 
що продукують біологічно активні речовини. Однак методи отримання дозрілих in vitro гамет 
кролів нині недостатньо ефективні і існує необхідність в поглибленому вивченні цитоморфо-
логічних характеристик ооцитів в процесі ембріогенезу поза організмом [8]. Тому мета роботи 
– цитоморфологічні дослідження ооцитів в процесі ембріогенезу in vitro, отриманих із яєч-
ників статевозрілих кролиць та до початку статевого циклу.  

Матеріали і методи досліджень. Для проведення досліджень були відібрані яєчники від 
кролиць (n=8) віком 4 місяці і кролиць віком 11 місяців, які приходили в охоту (n=10). Яєч-
ники, вилучені із самок, знаходились на стадії фолікулярного росту. Яєчники доставляли в 
лабораторію в термосі за температури +30 - +33°C протягом 1,5 – 6 годин. Після доставки в 
лабораторію яєчники промивали 4 рази у теплому (+37-+38°C) стерильному фосфатно-соль-
овому розчині Дюльбекко (PBS, Sigma, D 8662) із 0,075 мг/мл канаміцин сульфату. 

Вилучення та постановку на дозрівання, запліднення і подальше культивування 
здійснювали у стерильних умовах боксу Вилучення ооцит-кумулюсні комплекси із фолікулів 
яєчників здійснювали шляхом розсічення фолікулів лезом безпечної бритви в середовищі PBS 
із 0,075 мг/мл канаміцину сульфату. Пошук ОКК та їх оцінку проводили під світловим мікро-
скопом МБС-9 при збільшенні в 12-24 рази. Вилучені ОКК 6-разово відмивали в середовищі 
199, яке містить 25 мМ буфера Hepes (Sigma, M 2520), 10% сироватки крові великої рогатої 
худоби власного приготування і одноразово промивали в середовищі для дозрівання. Відбір 
та відмивання ОКК здійснювали на нагрівальному столику за температури +37° С. Відібрані 
ОКК кролів культивували in vitro 24 години в пластикових чашках Петрі (по 25 – 30 ООК у 
1мл) у середовищі для дозрівання – 199 на розчині Ерла (Sigmа, M 5017), яке доповнювали 
20% інактивованої нагріванням (56°C, 30 хв.) еструсної сироватки корів власного приготу-
вання, 0,068 мг/мл канаміцин сульфату, 0,11 мг/мл пірувату натрію і 0,1 мг/мл глутаміну [2]. 
До середовища для культивування обов’язково додавали клітини гранульози у кількості 3–
5х106 на 1 мл, які вилучали із антральних фолікулів без ознак атрезії. Запліднювали отримані 
яйцеклітин, свіжовилученими епідидимальними сперматозоїдами кроля. Підготовку та відбір 
життєздатних сперматозоїдів проводили методом "swim-up".  

Для виявлення хромосомних порушень ооцитів та ембріонів виготовляли сухоповітряні 
препарати за допомогою модифікованого методу Тарковського [9]. 

Результати досліджень. Дозрівання ооцитів включає в себе цілий ряд процесів, які 
відіграють важливу роль в наступному розвитку ембріона. Так, під час дозрівання відбувається 
ооплазматична сегрегація, формується і переміщається до поверхні ооциту мейотичне вере-
тено, виділяються полярні тільця, змінюються фізичні та біологічні властивості цитоплазми, 
корстекс ооциту набуває властивості до скорочення та виділення вмісту кортикальних гранул, 
взаємодії зі спермієм та перебудовою після активації або запліднення [6]. Повноцінне до-
зрівання ооцитів in vitro до стадії, на якій в природніх умовах відбувається їх овуляція (мета-
фаза ІІ) залежить від багатьох чинників. Ооцити в середовищі для дозрівання in vitro перебу-
вають під впливом різних фізичних, хімічних та інших паратипових факторів [10]. Рівень до-
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зрівання ооцитів, значно впливає на ефективність методів отримання ембріонів поза ор-
ганізмом, що пов'язано з рівнем запліднення, поліспермним заплідненням, низькою якістю 
ембріонів [7]. Встановлено також значений вплив віку тварин-донорів на кількість ооцитів та 
їх якість. В статевозрілих самок поява домінантних фолікулів гальмує ріст та дозрівання інших 
фолікулів. Крім того, значна частина фолікулів під час статевих циклів взагалі піддається 
атрезії. [1]. В наших дослідженнях в результаті вилучення ооцитів з усіх досліджуваних яєч-
ників (n=18) одержано 245 ОКК, при цьому з восьми яєчників кролиць до початку статевого 
циклу отримали 115 ОКК, а з 10-ти яєчників статевозрілих кролиць – 130 ОКК.  

Вилучені ОКК, залежно від стану кумулюса та ооплазми, розподіляли на чотири групи: 
І група – ооцити, оточені щільним багатошаровим кумулюсом, із однорідною невакуолізова-
ною ооплазмою; ІІ група – ооцити, оточені розпушеним шаром кумулюса та однорідною не-
вакуолізованою ооплазмою; ІІІ група – ооцити, які частково втратили кумулюс, але з неваку-
олізованою однорідною ооплазмою; IV група – атретичні, денудовані, з вакуолізованою 
ооплазмою, тобто ооцити, які непридатні до подальшого розвитку [4]. Морфологічною 
оцінкою встановлено, що із яєчників кролиць в період статевого дозрівання отримано ОКК (І-
ї – ІІІ-ї груп) 88,6%, а із яєчників статевозрілих кролиць 79,2% ОКК (табл. 1). 

1. Морфологічний аналіз популяцій ооцит-кумулюсних комплексів кролиць 

Група  
кролиць 

Загальна кіль-
кість ОКК, n 

ОКК придатні до подальшого розвитку in vitro, 
n (% ) 

ОКК не придатні 
до розвитку in vitro, 

n (%) 
І група ІІ група ІІІ група ІV група 

період статевого 
дозрівання 115 59а (51,3±4,6) 35c (30,4±4,2) 8d (6,9±2,3) 13e (11,3±2,9) 

статевозрілі 130 48b (36,9±4,2) 42c (32,3±4,1) 13d (10,0±2,6) 27f (20,8±3,5) 
Примітка. a:b; e:f – p < 0,05 критерій Ст’юдента  
 
За результатами морфологічної оцінки встановлено, що з яєчників кролиць в період ста-

тевого дозрівання отримано значно більшу кількість (p < 0,05) ОКК, які належать до І-ї групи. 
А клітин ІV-ї групи, які є непридатними до культивування in vitro з вірогідною різницею 
(p < 0,05), отримано більше із яєчників статевозрілих кролиць (рис. 1). 

З отриманих популяцій гамет для подальшого культивування поза організмом викори-
стали 55 ОКК із яєчників кролиць в період статевого дозрівання та 82 ОКК із яєчників стате-
возрілих кролиць.  

Решту ооцитів використали для виготовлення цитогенетичних препаратів. В результаті 
проведеного аналізу цитогенетичних препаратів встановлено, що основна кількість ооцитів з 
обох груп перебувала на стадії диплотени дифузної мейозу (табл. 2). 

2. Цитогенетичний аналіз ооцитів вилучених із яєчників кролиць в період статевого дозрівання  
та статевозрілих 

Група 
кролиць 

Загальна 
кількість 
ОКК, n 

Кількість ооцитів на стадії диплотени, n (% ) Метафази 
ІІ, n (% ) 

Дегенерація 
хроматину, n 

(%) 
дифузної фібрилярної видимих 

бівалентів 
період стате-
вого дозрівання

60 27а (45,0±6,4)  17b (28,3±5,8) 2c (3,3±2,3) 1d (1,7±1,6) 13e (21,7±5,3) 

статевозрілі 48 15а (31,2±6,7) 12b (25,0±6,3) 0 c  2d (4,2±2,8) 19 f (39,6±7,0) 
Примітка. e:f – p < 0,05 критерій Ст’юдента 
 
Встановлено вірогідну різницю (p < 0,05) між кількістю клітин з ознаками дегенерації 

хроматину, отриманих від кролиць в період статевого дозрівання і статевозрілих самок. Так в 
групі клітин, вилучених із яєчників статевозрілих кролиць їх було на 17,9% більше, ніж серед 
отриманих із яєчників кролиць, в яких ще не розпочався статевий цикл. 

Після культивування в умовах in vitro 85,5% (47 із 55) ОКК вилучених із яєчників кро-
лиць в період статевого дозрівання та 75,6% (62 із 82) ОКК із яєчників статевозрілих кролиць, 
досягли МІІ мейозу. Таким чином рівень дозрівання на 10% вищий в групі ОКК вилучених із 
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яєчників кролиць в період статевого дозрівання. Рівень дозрівання визначався на основі мор-
фологічної оцінки за наявністю полярних тілець (рис. 2) та аналізом цитогенетичних препа-
ратів.  

     

Наступним етапом досліджень було проаналізувати ефективність одержання ембріонів 
кролів in vitro з використанням ооцитів, отриманих із яєчників статевозрілих кролиць та в 
період статевого дозрівання. Дозрілі поза організмом ооцити, запліднювали в умовах in vitro 
свіжовилученими епідидимальними сперматозоїдами кроля. Ембріони розвинулись в обох до-
сліджуваних групах, але із суттєвою різницею в рівні дроблення (табл. 3). 

3. Рівень формування ембріонів кролів в умовах in vitro 

Примітка. a:b – p < 0,05; d:e – p < 0,001, критерій Ст’юдента 
Аналізом цитоморфологічних досліджень встановлено, що у групі ооцитів, отриманих 

від кролиць в період статевого дозрівання формування 2-4-х клітинних ембріонів становив 
68,1%, а в групі гамет від статевозрілих кролиць лише 46,8% (p < 0,05) (рис. 3). 

 
Рис. 3. Зажиттєве фото ембріонів кролів, сформованих in vitro на стадії морули.  

Зб. об.10х, ок. 10х. 
За рівнем розвитку ембріонів до стадії ранньої морули вірогідної різниці між групами 

не виявлено, але більший відсоток ембріонів на доімплантаційній стадії отриманий в групі 
ОКК кролиць в період статевого дозрівання – 23,4% і 20,9%, відповідно. Відмічена вірогідна 
різниця між досліджуваними групами в кількості зигот, які не подолали блок дроблення 
(p < 0,05). У групі ооцитів, вилучених із яєчників статевозрілих кролиць нероздробленими 
залишилось на 23,8% більше зигот. 

Висновки. Встановлено, що із яєчників кролиць в період статевого дозрівання отримано 
значно більшу кількість (p < 0,05) ОКК, які є найбільш придатними для культивування поза 
організмом ніж із яєчників статевозрілих кролиць. А ооцитів з ознаками дегенерації, які є не-
придатними до культивування in vitro, отримано більше (p < 0,05) із яєчників статевозрілих 

Рис. 1. Ооцит- кумулюсні комплекси кро-
лиці. Об.10х, ок. 10х 

 Рис. 2. Яйцеклітина кролиці після культи-
вування in vitro. Ідентифіковано перше по-

лярне тіло (стрілка). Об.10х, ок. 10х 

Кролиці Запліднених оо-
цитів, n 

Кількість ембріонів Нероздроблених зи-
гот, n (%) 2-4 клітинних, n (%) ранніх морул, n (%) 

період статевого до-
зрівання 47 32a (68,1±6,7) 11c (23,4±6,1) 4d (8,5±4,0) 

статевозрілі 62 29b (46,8±6,3) 13c (20,9±5,1) 20e (32,3±5,9) 
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кролиць. Рівень дозрівання також вищий на 10% в групі ОКК вилучених із яєчників кролиць 
в період статевого дозрівання.  

Встановлено, що у групі ооцитів, вилучених із яєчників статевозрілих кролиць не-
роздробленими залишилось зигот на 23,8% більше порівняно із групою клітин отриманих 
від кролиць в період статевого дозрівання (p < 0,05).  

Отже, для біотехнологічних досліджень в якості донорів ооцитів більш ефективним є 
використання кролиць в період статевого дозрівання, в яких ще не розпочався статевий цикл, 
оскільки із їх яєчників можна вилучити вірогідно більшу кількість (p < 0,05) повноцінних оо-
цит-кумулюсних комплексів, придатних до культивування поза організмом, що забезпечить 
значно більший відсоток доімплантаційних ембріонів. 
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ОЦІНКА БІОЛОГІЧНОЇ АКТИВНОСТІ НАНОБІОМАТЕРІАЛІВ25 
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Застосовано нанобіоматеріали на основі високодисперсного кремнезему в системі біо-
технологічних досліджень. Здійснено оцінку in vitro біологічної активності 0,001%-ї концен-
трації нанобіоматеріалів, синтезованих на основі високодисперсного кремнезему (ВДК, 1) та: 
2) альбуміну сироватки крові великої рогатої худоби (БСА, ВДК/БСА); 3) N-ацетилнейраміно-
вої кислоти (N-АНК, ВДК/N-АНК) і 4) ВДК, БСА і N-ацетилнейрамінової кислоти 
(ВДК/БСА/N-АНК). Показано, що стимулюючий ефект нанобіоматеріалів на життєздат-
ність кріоконсервованих сперматозоїдів бугаїв голштинської породи залежить від природи їх 
поверхні. Встановлено, що після перебування сперматозоїдів із додаванням 0,001%-ї концен-
трації ВДК/БСА/N-АНК упродовж 30 хвилин відбулось зростання активності сперматозоїдів 
на 10,0%, порівняно з іншими групами. В статті відображена перспективність проведення 
подальших досліджень з використанням нанобіоматеріалів у системі збереження та раціо-
нального використання генетичних ресурсів сільськогосподарських тварин. 
Ключові слова: бугаї, нанобіоматеріал, високодисперсний кремнезем, еякульовані спер-
матозоїди, збереження генофонду, кріоконсервація 
EVALUATION OF BIOLOGICAL ACTIVITY OF NANOBIOMATERIALS 
S. I. Kovtun1, N. P. Galagan2, O. V. Shcherbak1 
1Institute of Animal Breeding and Genetics nd. a. M.V.Zubets of NAAS (Chubynske, Ukraine) 
2O.O. Chuiko Institute of Surface Chemistry of NAS (Kyiv, Ukraine) 

Applied nanobiomaterial on the basis of ultrafine silica in the system of biotechnology research. 
Evaluated in vitro the biological activity of 0.001% concentration nanobiomaterials, synthesized on 
the basis of ultrafine silica (UFS, 1) and: 2) albumin serum bovine (BSA, UFS/BSA); 3) N-acetyl-
neuraminic acid (NANA, BDK/NANA) and 4) UFS, BSA and N-acetylneuraminic acid 
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