
Експериментальні статті

105

Удосконалення допоміжних репродук-
тивних технологій із відтворення сільсько-
господарських та лабораторних тварин і лі -
кування безпліддя людини тісно пов’язані
з дослідженнями, які спрямовані на визна-
чення чинників, що впливають на якість
ооцитів ссавців. Наразі відомо, що якість
ооцитів безпосередньо впливає на їхню здат-
ність до запліднення та подальший розвиток
ембріонів [1–4]. Накопичений на сьогодні
великий експериментальний досвід свідчить
про те, що одним із суттєвих чинників, що
впливають на якість ооцитів та ембріонів
ссавців, є гормональна стимуляція яєчників
тварин з метою викликати в них суперову-
ляцію [5–11]. Гормональна стимуляція змі-

нює характер овуляції, впливаючи на взає-
модію ооцита та фолікулярних клітин, унас-
лідок чого до овуляції здатні різні за морфо-
функціональним станом ооцити. Основними
критеріями, за якими оцінюють стан ооци-
тів, є морфологічна цілісність гамет, стан
хро мосомного матеріалу, здатність до за -
плід нення в умовах in vivo або in vitro.
У свою чергу якість ранніх ембріонів визна-
чають, як правило, за темпами дроблення,
кількістю та цілісністю бластомерів і ступе-
нем їх фрагментації. Однак можуть бути
приховані порушення фізіологічного стану
ооцитів та ембріонів, що потребує розширен-
ня спектра діагностичних клітинних пара-
метрів та методів їх вимірювання з метою
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Стимуляція яєчників ссавців із застосуванням гонадотропних гормонів є невід’ємним етапом
допоміжних репродуктивних біотехнологій. Водночас відомо, що гормональна стимуляція призво-
дить до овуляції гамет із різною здатністю до подальшого розвитку. Необхідність дослідження дина-
міки зміни у функціональному стані гамет та ембріонів зумовлює пошук додаткових клітинних
параметрів та методичних підходів щодо їх визначення. Методом імпульсної кондуктометрії
визначали питому електричну провідність одно-, дво- та восьмиклітинних ембріонів мишей, яких
було отримано після гормональної стимуляції яєчників тварин. Показано, що після запліднення та
на перших трьох стадіях розвитку ембріонів значення їхньої електричної провідності поступово
змінюються, а характер розподілу цього параметра стає більш одно рід ним. Для зигот мишей
діапазон значень електричної провідності становить (2,16±0,24÷7,38±0,58)⋅10–3 См/м. Для
двоклітинних та восьмиклітинних ембріонів діапазон значень питомої електричної провідності
становить (1,54±0,11÷6,12±0,34)⋅10–3 См/м та (1,21±0,15÷5,55±0,26)⋅10–3 См/м, відповідно.
Проведені дослідження свідчать про те, що електрична провідність є чутливим параметром, який дає
змогу виявити приховані порушення функціонального стану ембріонів та дослідити динаміку його
зміни. Методом Hoechst-фарбування досліджено стан ядерного матеріалу ембріонів з морфо -
логічними порушеннями. Нa основі отриманих та літературних даних обговорюються можливі
механізми розвитку апоптозу в ранніх ембріонах миші. 
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виявлення та оцінки зазначених порушень.
У низці робіт показано, що такі електричні
характеристики клітин, як мембранний по -
тен ціал і транспортування іонів крізь плаз-
матичні мембрани, є чутливими параметра-
ми, які віддзеркалюють стан клітин та його
зміну під впливом різноманітних ендоген-
них та екзогенних чинників, зокрема сту-
пінь зрілості ооцитів ссавців [12–14].
У сучасній біотехнології широкого застосу-
вання набув метод електропорації [15–17].
Ця технологія ґрунтується на утворенні
в плаз матичній мембрані короткочасних
дефектів типу наскрізних пор під дією зов-
нішнього електричного поля [16]. Традицій -
но дію електричного імпульсу використову-
ють для навантаження клітин агентами, які
в нормі не проникають крізь плазматичні
мембрани, трансфекції клітин чужорідною
ДНК, злиття клітин тощо [16]. Значення
напруженості імпульсного електричного
поля (ІЕП), яке спричинює електричний
пробій мембрани, є чутливим параметром,
що безпосередньо пов’язаний зі структурою
мембрани та зміною її стану під впливом різ-
них чинників [17]. Електричною характерис-
тикою цього процесу є електропровідність
клітини, яка істотно змінюється зі зростан-
ням напруженості. У попередньому дослід-
женні методом електропорації нами було
показано, що гормональна стимуляція яєчни-
ків мишей суттєво впливає на морфофункціо-
нальний стан ооцитів, що відбивається на зна-
ченнях їхньої електричної провідності [18]. 

Метою роботи було визначення питомої
електричної провідності ранніх ембріонів
мишей доімплантаційних стадій розвитку,
яких було отримано після гормональної сти-
муляції яєчників тварин.

Матеріали і методи

Ембріони мишей доімплантаційних ста-
дій розвитку (зиготи, дво- та восьмиклітинні
ембріони) отримували від самок мишей гіб-
риду F1 (C57BL·CBA). У самок (n = 15) ви -
кли кали суперовуляцію без урахування ста-
дії естрального циклу внутрішньочеревним
уведенням гонадотропних гормонів: 5 МО
гонадотропіну сироватки жеребних кобил
(ГСЖК) (Folligon, Нідерланди) і через 48 год —
7,5 МО хоріонічного гонадотропіну людини
(лХГ) (Сhorulon, Нідерланди). Для одержан-
ня ембріонів самок підсаджували до самців
на ніч для запліднення. День виявлення
копуляційної пробки визначали як перший
день вагітності. Ембріони отримували за
стандартним методом [19]. Самок забивали

шляхом дислокації шийних хребців. Зиготи
на стадії двох пронуклеусів виділяли з яйце -
проводів забитих самок через 20 год після
введення лХГ. Двоклітинні ембріони отри-
мували через 48 год після ін’єкції лХГ, вось-
миклітинні — через 72 год. Потім проводили
їх прижиттєве морфологічне оцінювання,
враховуючи кількість бластомерів, стан
цитоплазми (прозорість та щільність), від-
сутність фрагментації. В експерименті вико-
ристовували тільки морфологічно повноцін-
ні ооцити. Стадію клітинного циклу та стан
ядерного матеріалу контролювали, фарбуючи
ембріони флуоресцентним барвником Hoechst
33342. Ембріони експонували в 0,1%-му роз-
чині Hoechst-33342 при 37 °С протягом 30 хв.
Стан хромосомного апарату ембріонів після
фарбування досліджували під мікроскопом
LSM-510 META (Carl Zeiss, Німеччина) за
довжини хвилі збудження 405 нм. Емісію
реєстрували на довжині хвилі 465 нм.

Експерименти на тваринах виконували
відповідно до «Загальних принципів експе-
риментів на тваринах», схвалених I–III На -
ціональними конгресами з біоетики (Київ,
2001–2007 рр.) і узгоджених з положеннями
«Європейської конвенції про захист хребет-
них тварин, які використовуються для екс-
периментальних та інших наукових цілей»
(Страсбург, Франція,1985).

Питому електричну провідність ембріо-
нів визначали методом імпульсної кондук-
тометрії [20]. Кожен окремий ембріон двічі
відмивали в 0,3 М ізотонічному розчині
сахарози для видалення слідів сольового
розчину. Потім зразки переносили на пред-
метному склі на предметний столик світло-
вого мікроскопа. У краплю сахарози з емб -
ріо ном занурювали мікроелектроди із
золотої нитки, що були запаяні в скляні
капіляри, таким чином, щоб ембріон опи-
нився між ними. На мікроелектроди подавали
поодинокі прямокутні електричні імпуль си,
амплітуда яких із кожним імпульсом зрос-
тала лінійно на певну величину. Тривалість
електричного імпульсу становила 60 мкс.
Питому електричну провідність ембріонів
визначали опосередковано — вимірюванням
амплітуди напруги на каліброваному резис-
торі, який був підключений послідовно
з мік роелектродами. Питому електричну
провідність об’єкта G, що містився в між -
електродному просторі, знаходили згідно
з раніше розробленим алгоритмом [20].

Статистичну обробку даних здійснювали
із застосуванням t-критерія Стьюдента
з використанням пакета статистичного ана-
лізу даних програми Microsoft Office Excel.
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Результати та обговорення

У результаті проведених експериментів
встановлено залежність питомої електрич-
ної провідності окремих ембріонів мишей,
експонованих в ізотонічному розчині саха-
рози, від напруженості ІЕП між електродами.

У попередньому дослідженні [18] нами
було показано, що в загальному пулі ооци-
тів, що їх було отримано від гормонально
стимульованих тварин, були присутні дві
групи гамет, які не відрізнялися між собою
за морфологічними ознаками, але суттєво
різнилися за електричними параметрами.
Ооцити однієї групи характеризувалися
більш високими значеннями електричної
провідності, які змінюються в діапазоні
(4,23±0,28÷8,23±0,53)⋅10–3 См/м. Гамети
другої групи мали менші значення електрич -
ної провідності (1,78±1,5÷4,36±4,9)⋅10–3 См/м).
За збільшенням напруженості ІЕП до зна-
чень, близьких до 35⋅104 В/м, у більшості
випадків реєстрували різке зростання про-
відності, що вказує на незворотний елек-
тричний пробій плазматичних мембран
ооцитів.

Одержані дані свідчать, що гормональна
стимуляція яєчників мишей призводить не
тільки до наявних морфологічних порушень
ооцитів, але й до прихованих, що віддзерка-
люються у значеннях їхньої електричної
провідності. Виходячи з припущення, що
саме гормональна стимуляція яєчників тва-
рин спричинює овуляцію ооцитів з різною
здатністю до подальшого розвитку, ми вва-
жали за доцільне дослідити, яким чином
змінюються значення цього параметра після
запліднення та упродовж подальшого роз-
витку ембріонів. 

На рис. 1 показано залежність питомої
електричної провідності зигот, які було

отримано від гормонально стимульованих
самок мишей, від напруженості ІЕП в 0,3 М
розчині сахарози.

Як випливає з наведених даних, розподіл
ембріонів на дві групи (порівняно з ооцита-
ми) за електричними параметрами практич-
но не спостерігається. У даному разі має міс -
це широкий розкид значень питомої
елект ричної провідності між окремими зиго-
тами. Значення цього параметра змінюються
в діапазоні (2,16±0,24÷7,38±0,58)⋅10–3 См/м.
Невеликі коливання значень електричної
провідності окремих ооцитів (рис. 1, а) за
збільшення напруженості поля свідчать про
утворення пор у плазматичній мембрані
ооцитів та її наступної репарації. У разі
збільшення напруженості ІЕП до значень,
близьких до 35⋅104 В/м, в окремих випадках
реєстрували різке зростання провідності, що
свідчить про незворотний електричний про-
бій плазматичних мембран зигот.

На стадії двох бластомерів (рис. 2) елек-
трична провідність ембріонів мишей змінюєть-
ся в діапазоні (1,54±0,11÷6,12±0,34)⋅10–3 См/м
і спостерігається менший розкид значень
електричної провідності між окремими
ембріонами.

На рис. 3 наведено залежність електрич-
ної провідності восьмиклітинних ембріонів
мишей, що їх було одержано від гормональ-
но стимульованих тварин, від напруженості
ІЕП.

Як свідчать одержані дані, розкид зна-
чень електричної провідності між окремими
ембріонами дедалі зменшується. Значення
цього параметра змінюється в діапазоні
(1,21±0,15÷5,55±0,26)⋅10–3 См/м.

У процесі розвитку електричні парамет-
ри ембріонів, яких отримано від гормональ-
но стимульованих тварин, поступово зміню-
ються. Ми вважаємо, що різниця між

Рис. 1. Залежність питомої електричної провідності зигот мишей від напруженості імпульсного
електричного поля в 0,3 М розчині сахарози:

а — значення залежності для окремих ембріонів; б — статистично оброблені дані, Р ≥ 0,05
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значеннями електричних параметрів та
динаміка їх зміни віддзеркалюють відмін-
ність у функціональному стані ембріонів,
який, у свою чергу, є наслідком відповідно-
го функціонального стану ооцитів. Як пока-
зують отримані дані, після запліднення 
розподіл ембріонів за електричними пара-
метрами поступово змінюється: зникає роз-
поділ на дві чітко відокремлені одна від
одної групи, а ширина розкиду значень
електричної провідності зменшується.
Звертає на себе увагу відсутність необорот-
ного електричного пробою плазматичних
мембран дво- та восьмиклітинних ембріонів
порівняно з ооцитами та зиготами. Відомо,
що напруженість електричного пробою мем-
брани обернено пропорційна радіусу кліти-
ни [16]. У процесі розвитку радіус бластомерів
ембріонів зменшується, тому для виникнен-

ня необоротного пробою ембріонів на стадії
двох та восьми бластомерів потрібні більш
високі значення напруженості електричного
поля, ніж ті, що використовувались у нашо-
му дослідженні.

Як відомо, ембріони з порушеннями
метаболізму поступово дегенерують і вида-
ляються з популяції в результаті апоптозу
[21]. Апоптоз — явище програмованої заги-
белі клітин, що супроводжується низкою
характерних змін у морфології та функціях
клітин. У процесі апоптозу в клітинах роз-
виваються необоротні молекулярні процеси,
унаслідок яких відбуваються зморщування
мембрани, зменшення об’єму, ушкодження
(розриви) ядерної ДНК, конденсація хрома-
тину, подальший розпад ядра, фрагментація
клітин на везикули, формування апоптотич-
них тілець, які потім видаляються з організ-

Рис. 2. Залежність питомої електричної провідності двоклітинних ембріонів мишей від напруженості
імпульсного електричного поля в 0,3 М розчині сахарози:

а — значення залежності для окремих ембріонів; б — статистично оброблені дані, Р ≥ 0,05

а б

Рис. 3. Залежність питомої електричної провідності восьмиклітинних ембріонів мишей 
від напруженості імпульсного електричного поля в 0,3 М розчині сахарози:

а — значення залежності для окремих ембріонів; б — статистично оброблені дані, Р ≥ 0,05

а б
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му [22–24]. Фундаментальні дослідження
явища апоптозу в гаметах та ембріонах ссав-
ців тісно пов’язані з дослідженнями, що
спрямовані на з’ясування ролі ядра й цито -
плазми у його активації. Фолікулогенез та
частка фолікулів, що ростуть, залежать від
багатьох чинників які включають, зокрема,
фактори клітин гранульози та такі, що сек-
ретуються ооцитом [25–27]. Навіть якщо
мейоз успішно завершився, у цитоплазмі
ооцита можуть відбуватись інші процеси,
які потрібні для успішного запліднення та
подальшого розвитку ембріона. Клітинні
механізми, що впливають на якість ооцитів,
остаточно не з’ясовано й дотепер. У ранньо-
му ембріогенезі ссавців наразі виділено
кілька критичних періодів, зумовлених
особливостями стадій розвитку ембріонів
[28]. Перший критичний період збігається із
заплідненням ооцита і початком мітотично-
го поділу зиготи, що значною мірою зале-
жить від ступеня зрілості ооцита. Упродовж
раннього ембріогенезу в мишей експресія
власного геному починається на стадії двох
бластомерів [29, 30]. У низці робіт показано,
що первинні зміни, які запускають апопто-
тичний процес, можуть відбуватись у цито -
плазмі і передувати порушенням ядерного
матеріалу [31]. Головну роль у цих процесах
відіграють мітохондрії [32]. Мітохондріа ль -
на дисфункція може спричинятися дією зов-
нішніх чинників [31] і успадковуватися
ооцитами без набуття виразних морфологіч-
них аномалій. Сублетальні порушення міто-
хондрій, які визначають біохімічний статус
ооцитів, можуть мати більш віддалені
наслідки і проявлятися після запліднення
та упродовж подальшого розвитку ембріонів
[32, 33].

На наступному етапі нами проведено
аналіз морфологічних порушень ранніх
ембріонів методами світлової мікроскопії та
Hoechst-фарбування.

На рис. 4 подано мікрофотографії двоклі-
тинних ембріонів миші, які було отримано
після гормональної стимуляції тварин.

У загальному пулі двоклітинних ембріо-
нів є ембріони з вираженою фрагментацією
за типом «виноградного грона», що є марке-
ром пізньої стадії апоптозу. Окрім того,
поряд із повністю фрагментованими присут-
ні й одноклітинні ембріони, які зупинили
свій розвиток на стадії зиготи (рис. 4, б). 

На рис. 5 наведено мікрофотографії
ембріонів після Hoechst-фарбування. 

В ембріонах з ознаками фрагментації
ядерний матеріал розсіяний по цитоплазмі
(рис. 5, а), що є ознакою пізньої стадії апо -

птозу. У деяких одноклітинних ембріонах
Hoechst-фарбування виявило два наближе-
них один до одного пронуклеуси, без вираже-
них порушень ядерного матеріалу (рис. 5, б).

Наведений приклад вказує на те, що
зупинка в розвиткові одноклітинних ембріо-
нів може бути зумовлена запуском апопто-
тичних процесів у цитоплазмі. На користь
цього припущення свідчать результати
роботи [34], в якій показано, що просторо-
вий розподіл протеасом (протеїнового ком-
плексу, що бере участь в запуску та розвит-
кові апоптозу) в ооцитах та ембріонах
людини з ознаками апоптозу істотно зміню-
ється після запліднення та в процесі розвит-
ку ембріонів. Помітне накопичення протеа-
сом у ядерному матеріалі відбувається на
стадії двох бластомерів, тимчасом як в ооци-
тах та зиготах розподіл цих пептидів більш
однорідний.

Таким чином, методом електропорації
вперше визначено питому електричну про-
відність у зростаючому ІЕП ембріонів
мишей доімплантаційних стадій розвитку,

Рис. 4. Мікрофотографії двоклітиннних
ембріонів мишей, отриманих від гормонально

стимульованих тварин:
а — інтактні ембріони; б — ембріони з ознаками

морфологічних порушень

а

б
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ЭЛЕКТРИЧЕСКАЯ ПРОВОДИМОСТЬ
ЭМБРИОНОВ МЫШЕЙ 

ДОИМПЛАНТАЦИОННЫХ СТАДИЙ 
РАЗВИТИЯ ПОСЛЕ ГОРМОНАЛЬНОЙ

СТИМУЛЯЦИИ ЯИЧНИКОВ ЖИВОТНЫХ

Е. И. Смольянинова1, О. А. Стриха1, 
В. А. Шигимага2, А. А. Колесникова2, 

Е. А. Гордиенко1
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Стимуляция яичников млекопитающих
с использованием гонадотропных гормонов
является неотъемлемым этапом вспомогатель-
ных репродуктивных биотехнологий. В то же
время известно, что гормональная стимуляция
приводит к овуляции гамет с различным потен-
циалом к дальнейшему развитию. Необхо -
димость исследования динамики изменения
функционального состояния гамет и эмбрионов
обусловливает поиск дополнительных клеточ-
ных параметров и методических подходов для
их определения. Методом импульсной кондук-
тометрии определяли удельную электрическую
проводимость  одно-, двух- и восьмиклеточных
эмбрионов мышей, полученных после гормо-
нальной стимуляции яичников животных.
Показано, что после оплодотворения и на пер-
вых трех стадиях развития эмбрионов значения
их электрической проводимости постепенно
изменяются, а характер распределения этого
параметра становится более однородным.
Для зигот мышей диапазон значений
элек т ри ческой проводимости составляет
(2,16±0,24÷7,38±0,58)⋅10–3 См/м. Для двукле-
точных и восьмиклеточных эмбрионов диапазон
значений удельной электрической про во димости
составляет (1,54±0,11÷6,12±0,34)⋅10–3 См/м
и (1,21±0,15÷5,55±0,26)⋅10–3 См/м, соответ-
ственно. Проведенные исследования свидетель-
ствуют о том, что электрическая проводимость
является чувствительным параметром, который
позволяет выявить скрытые нарушения функ-
ционального состояния эмбрионов и исследовать
динамику его изменения. Методом Hoechst-окра-
шивания исследовано состояние ядерного мате-
риала эмбрионов с морфологическими наруше-
ниями. Нa основе полученных и литературных
данных обсуждаются возможные механизмы раз-
вития апоптоза в ранних эмбрионах мыши.

Ключевые слова: ооцит, эмбрион, электро -
порация, электрическая проводимость, гормо -
наль ная стимуляция яичников, Hoechst-
окрашивание, апоптоз.
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Ovary stimulation in mammals with usage of
gonadotropic hormones is an integral stage of
assisted reproductive biotechnologies. At the
same time it is known that hormonal stimulation
causes the ovulation of gametes of different abil-
ity to develop. Necessity to investigate the
dynamics of gamete and embryo functional state
change stipulates the search for additional cell
parameters and methodical approaches to their
determination. Specific electric conductivity of
one-, two-, and eight-cell mouse embryos
obtained following hormonal stimulation has
been determined by the method of impulse con-
ductometry. It has been shown that the values of
electric conductivity are gradually changed after
fertilization as well as during an embryo clea -
vage. The distribution character of this electric
parameter becomes more homogeneous. The
range of the values of electric conductivity of
mouse zygotes has been shown to be
(2,16±0,24÷7,38±0,58)⋅10–3 S/m. The ranges of
values of electric conductivity of two- and eight-
cell mouse embryos have been shown to be
1,54±0,11÷6,12±0,34)⋅10–3 S/m and
(1,21±0,15÷5,55±0,26)⋅10–3 S/m, corresponding-
ly. The investigations indicate that an electrical
conductivity is a sensitive parameter, which
allows detecting the hidden disorders of embryo
functional state and studying the dynamics of its
change. The state of nuclear material of embryos
with morphological injury has been investigated
by Hoechst-staining method. On the base of the
obtained and literature data probable mecha-
nisms of apoptosis in early mouse embryos are
discussed. 

Key words: oocyte, embryo, electroporation,
electric conductivity, ovary hormone stimula-
tion, Hoechst-dyeing, apoptosis.




