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У статті наведено результати досліджень з вивчення впливу умов дозрівання ооцитів свиней in 
vitro на розвиток партеногенонів. Встановлено, що співкультивування ооцитів свиней із 
клітинами гранульози в концентрації 3–5×106 клітин на 1 мл середовища позитивно впливає на 
цитоплазматичне дозрівання гамет, що проявляється у розвитку партеногенетичних ембріонів 
до пізніх доімплантаційних стадій.  
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Вступ  
За останнє десятиліття досягнуто значного прогресу в розробці ефективного методу отримання 

in vitro ембріонів тварин (IVP). Такий біотехнологічний метод знайшов застосування при вдосконаленні 
одержання клонованих та трансгенних тварин. Порівняно із іншими видами сільськогосподарських 
тварин застосування IVP у свиней пов`язано з декількома значними проблемами: неповноцінним 
цитоплазматичним дозріванням, високим рівнем поліспермного запліднення (40–90 %), редукцією 
кількості клітин у бластоцисті та її низькою життєздатністю (Wei et al., 2001; Han et al., 1999). 
Дозрівання in vitro ооцитів свиней до стадії метафази ІІ є ключовим етапом при отриманні реципієнтів-
оопластів. Запліднення таких яйцеклітин дає можливість одержати велику кількість ембріонів для 
експериментів з клонування та трансгенезу (Betthauser et al., 2000; Lai et al., 2002; Walker et al., 2002).  

Дозрівання in vitro ооцитів ссавців прийнято розглядати в двох аспектах – ядерному та 
цитоплазматичному. Загалом, ооцити є дозрілими, коли відбулось виділення першого полярного 
тільця (ядерне дозрівання) та блокування мейозу на стадії метафази ІІ. Хоча такі ооцити здатні 
запліднитись, вони можуть бути некомпетентними до подальшого ембріонального розвитку внаслідок 
дефіциту деяких цитоплазматичних факторів, що необхідні для повноцінного цитоплазматичного 
дозрівання (Hunter, 2000; Motlik, 1989). Встановлено, що стадії метафази ІІ ооцити свиней досягають 
вже після 24 годин культивування in vitro, але компетентність до подальшого розвитку вони набувають 
після 40 годин дозрівання (Grupen et al., 1997). Набуття такими яйцеклітинами здатності до 
подальшого ембріонального розвитку потребує синхронізації ядерного та цитоплазматичного 
дозрівання ооцитів свиней in vitro. Культивують ооцит-кумулюсні комплекси свиней від 36 до 48 годин 
(Motlik et al., 1984; Yoshida et al., 1993; Wang et al., 1997) при температурі 38,5–39°С у різних типах 
середовищ (простих або комплексних) з додаванням гормонів (Hong et al., 2004; Illera et al., 1998; Liu 
et al., 1997; Mattioli et al., 1991; Yamauchi et al., 1999), факторів росту (Abeydeera et al., 2000; Grupen et 
al., 1997), антиоксидантів (Tatemoto et al., 2001), фолікулярної рідини (Algriany et al., 2004; Yoon et al., 
2000), соматичних клітин фолікула (Abeydeera et al., 1998; Sun et al., 2001), епітеліальних клітин 
яйцепроводу свині (Bureau et al., 2000). Незважаючи на різноманітність розроблених підходів 
культивування in vitro ооцит-кумулюсних комплексів, результативність залишається низькою, що в 
деякій мірі може бути пояснено гетерогенністю відібраних гамет (Lucas et al., 2002; Nagai, 1996; Roca 
et al., 1998).  

Встановлено, що дозрілі in vivo ооцити (відібрані на час овуляції) мають суттєво вищий 
потенціал до біологічно повноцінного ембріонального розвитку, ніж ооцити, які дозрівали in vitro. 
Завершення ядерного дозрівання легко визначити, цитоплазматичне дозрівання може бути оцінене за 
здатністю формувати пронуклеуси після запліднення та нормальним перебігом доімплантаційного 
ембріонального розвитку. Слід відмітити, що час утворення пронуклеусів значно відрізняється між in 
vivo та in vitro дозрілими ооцитами свиней (Mattioli et al., 1989).  

Важливою проблемою є високий рівень поліспермного запліднення in vitro дозрілих яйцеклітин, 
що значно впливає на результати з визначення якості ооцитів, їх компетентності до подальшого 
ембріонального розвитку. Тому одним із підходів запобігання впливу поліспермії для вірогідного 
аналізу повноцінності дозрівання яйцеклітин свиней in vitro є застосування методу партеногенетичного  
активування таких гамет.  

Враховуючи важливість проведення досліджень із удосконалення системи дозрівання in vitro 
ооцитів свиней, метою даної роботи було вивчення впливу співкультивування ооцитів свиней із 
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клітинами гранульози під час дозрівання in vitro на їх компетентність до подальшого розвитку після 
партеногенетичного активування. 

 
Методика  
Відбір яєчників проводили на бойні від забитих свиней великої білої породи. Вилучення ооцит-

кумулюсних комплексів виконували розрізанням стінок фолікулів яєчників скальпелем. Відібрані 
ооцити розподіляли на дві групи. Першу групу клітин (1) переносили для дозрівання в середовище 
ТСМ 199 (Sigma) з додаванням 20% еструсної сироватки крові корів та клітин гранульози в 
концентрації 3–5×106 клітин на 1 мл середовища, другу групу (2) – в середовище без клітин 
гранульози. Культивували ооцит-кумулюсні комплекси протягом 44–46 годин при температурі +38,8°С 
та 4% СО2 в повітрі (Остаповець, 2003). Активування до партеногенетичного розвитку здійснювали 
7%-ним розчином етилового спирту протягом 7 хвилин. Активовані гамети культивували в середовищі 
NCSU-23 (Gajda, 1998). За допомогою модифікованого нами методу Тарковського (Tarkowski, 1966) 
готували сухоповітряні препарати активованих ооцитів та ембріонів. Цитогенетичний аналіз клітин, 
забарвлених 2%-ним розчином барвника Гімза, проводили під мікроскопом МБД-15. Статистичну 
обробку даних експериментальних досліджень проводили з використанням критеріїв Стьюдента  

(Лакин, 1990).  
 
Результати та обговорення  
На підставі отриманих даних морфологічного та цитогенетичного аналізу активованих до 

партеногенетичного розвитку гамет свиней (перебували на стадії телофази ІІ мейозу, містили один 
(рис. 1 (а)) або два пронуклеуси (рис. 1 (б)) або досягли стадій дроблення (рис. 2)) встановлено, що 
дозрівання ооцитів свиней in vitro без клітин гранульози не мало негативного впливу на рівень 
активування гамет. Тобто кількість яйцеклітин на більш просунутих стадіях мейозу від метафази ІІ та 
партеногенетичних ембріонів в 1 та 2 групах знаходилась на рівні 85,4% (111/130) та 83,5% (101/121), 
відповідно.  

  

 а)     б) 
 
Рис. 1. Сухоповітряний препарат ооциту свині на стадії 1 пронуклеусу (а) та 2 

пронуклеусів (б). Пофарбовано барвником Гімза, об. 90× ім. м., ок. 10× та об. 40×, ок. 10× 
 
 
 

 
Рис. 2. 8-клітинний партеногенетичний ембріон свині, отриманий in vitro, об.10, ок.10 



56 Вплив умов культивування ооцит-кумулюсних комплексів свиней in vitro на розвиток … 
 

 
 Вип. 6, №788, 2007р. 

 

Проте, у 1 групі серед нероздроблених гамет переважна більшість перебувала на стадії 
формування пронуклеусів – 57,1% клітин, порівняно з 2 групою, де вона складала 37,5% (рис. 3). Слід 
відмітити, що для нероздроблених гамет 1 групи характерно перебування більшої кількості 
активованих яйцеклітин на стадії одного пронуклеусу порівняно із 2 групою (50,0% (14/28) та 34,4% 
(11/32) відповідно). Але не було виявлено вірогідної різниці за частотою перебування клітин на стадії 
формування пронуклеусів у досліджуваних групах. Незалежно від умов дозрівання серед 
нероздроблених гамет на стадії формування пронуклеусів більшість мала один пронуклеус, що 
суттєво відрізнялось від кількості гамет із 2 пронуклеусами (50,0% та 7,1% (р<0,01); 34,4% та 3,1% 
(р<0,01), відповідно).  

 
Рис. 3. Динаміка клітинних перетворень нероздроблених активованих гамет свиней в 

залежності від умов дозрівання 
 
 

Після порівняння результатів досліджень 2-х експериментальних варіантів спостерігали 
тенденцію збільшення загального показника дроблення партеногенетично активованих ооцитів 
свиней, які дозрівали in vitro в культуральному середовищі з клітинами гранульози, порівняно із 
групою ооцитів, які дозрівали in vitro без клітин гранульози (табл.).  

 
Таблиця.  

Вплив умов дозрівання на динаміку доімплантаційного розвитку партеногенетичних 
ембріонів свиней 

 

Групи 
досліду 

Всього 
активованих 

ооцитів 

Загальний 
рівень дроблення  Кількість ембріонів, які досягли стадії 

n % 
2–4-клітинної 5–12-клітинної 16–32-клітинної 

n % n % n % 
1 111 83  74,8  32  38,6  41  49,4  10  12,0  
2 101 69  68,3  31  44,9  35  50,7  3  4,4  

 
Крім показника дроблення яйцеклітин після їх партеногенетичного активування in vitro, не 

менше значення має й показник рівня подальшого розвитку (дроблення) ембріонів, який визначають 
шляхом культивування активованих яйцеклітин та 2-клітинних ембріонів. При порівнянні у 1 та 2 
групах кількості партеногенетичних ембріонів, що зупинили розвиток на 2–4-клітинній стадії, 
спостерігалась тенденція до збільшення цього показника у 2 групі. Проте, рівень подальшого 
дроблення партеногенетичних ембріонів (кількість ембріонів, що мають більше чотирьох бластомерів, 
від загальної кількості ембріонів), був вищим у 1 групі і перебував на рівні 61,4%, порівняно із іншим 
дослідним варіантом, де ооцит-кумулюсні комплекси культивували in vitro без клітин гранульози, – 
55,1% (табл.).  
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Висновок 
Встановлено позитивний вплив співкультивування ооцитів свиней із клітинами гранульози під 

час дозрівання поза організмом на розвиток партеногенетичних ембріонів in vitro до стадії ранньої 
морули.  
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Влияние условий культивирования ооцит-кумулюсных комплексов свиней in vitro на 

развитие партеногенетических эмбрионов  
Л.И.Остаповец  

 
В статье изложены результаты исследований по влиянию условий созревания in vitro ооцитов 
свиней на развитие партеногенонов. Показано, что сокультивирование ооцит-кумулюсных 
комплексов свиней с клетками гранулёзы in vitro в концентрации 3–5×106 кл/мл среды 
положительно влияет на цитоплазматическое созревание гамет, что проявляется развитием 
партеногенетических эмбрионов до стадии ранней морулы.  
 
Ключевые слова: биология развития, ооцит свиньи, мейоз, клетки гранулёзы, созревание in 
vitro, партеногенетическая активация, эмбрион.  

 
 

Effect of the cultivation conditions of porcine oocytes cumulus complexes in vitro on the 
development of parthenogenetic embryos 

L.I.Ostapovets 
 
This article highlights the results of study of porcine oocytes in vitro maturation conditions effect on 
their parthenogenone development. It is shown that co-cultivation of porcine oocyte-cumulus 
complexes with the granulosa cells at concentration of 3–5×106 cell/ml of culture medium positively 
influences the cytoplasmic maturation of oocytes, that is represented in the development of 
parthenogenetic embryos to the morula stage. 
 
Key words: developmental biology, porcine oocyte, meiosis, granulosa cells, maturation in vitro, 
parthenogenetic activation, embryo. 
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