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Метою досліджень було порівняти вплив різних еквілібрацій-

них розчинів при кріоконсервуванні на життєздатність деконсер-
вованих ооцит-кумулюсних комплексів (ОКК) свинок і подальший 
розвиток ембріонів in vitro. Для заморожування використовували 
ОКК з гомогенною тонкозернистою ооплазмою, неушкодженою 
прозорою оболонкою, щільним або частково розпушеним кумулю-
сом. На першому етапі ОКК витримували протягом 10 хв у різних 
варіантах еквілібраційного розчину: вар. А – 10% DMSO + 10% глі-
церин (G) + 10% пропандіол (PD), вар. Б – 10% G + 20% PD, вар. В 
– 30% PD. Потім комплекси переносили у вітрифікаційний розчин 
(25% G + 25% PD) і фасували у пайєти, які заморожували прямим 
зануренням в азот. Ефективність кріоконсервування визначали 
за коефіцієнтом та індексом дроблення. Встановлено, що тип та 
концентрація кріопротекторів у еквілібраційному розчині обумов-
люють неоднаковий рівень збереження гамет при кріоконсерву-
ванні. Коефіцієнт дроблення ембріонів показав незначні коливання. 
Індекс дроблення ембріонів в різних групах коливався по різному. 
При вар. А він становив від 0,0 до 100,0%. Серед дослідних груп 
найбільш стабільний індекс дроблення був при вар. Б – від 52,9 до 
88,9%. За результатами досліджень доведено наявність взає-
мозв’язку між вмістом кріопротекторів у еквілібраційному розчині 
та життєздатністю деконсервованих ОКК свинок, зокрема з та-
кими показниками, як кількість отриманих зародків, коефіцієнт 
та індекс дроблення ембріонів. Використання для заморожування 
ОКК свинок двокомпонентного еквілібраційного розчину сприяло 
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не тільки збільшенню загальної кількості ембріонів, але й частки 
зародків на більш просунутих стадіях розвитку. 

 
Ключеві слова: кріоконсервування, ооцит-кумулюсний ком-

плекс, еквілібраційний розчин, кріопротектор, дозрівання in vitro, 
ембріон. 
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The aim of the research was to conduct a comparative analysis of 

various equilibration solutions for cryopreservation of the preserved oo-
cyte-cumulus complexes (OCC) pig and the further development of em-
bryos in vitro. Oocytes of pigs with a homogeneous fine-grained oo-
plasm, an intact, transparent membrane, a dense or partially loose cu-
mulus were used for freezing. Before freezing, the gametes were treat-
ed for 10 minutes. equilibration solution var. A - 10% DMSO + 10% G + 
10% PD, var. B - 10% G + 20% PD, var. V - 30% of PD were then trans-
ferred to a vitrification solution (25% glycerin + 25% propandiol). Ac-
cording to the results of experimental studies, it has been established 
that the composition and concentration of cryoprotectants in the equili-
bration solution provide an unequal level of conservation of gametes in 
cryopreservation. Analyzing changes in the dynamics of crushing of 
embryos of pigs, minor fluctuations of the crushing coefficient were es-
tablished. In addition to the breakdown index of embryos, we analyzed 
the index of embryonic crushing. It was found that the crushing index 
varies in different groups in different groups, so in group A it was from 
100.0 to 0.0%. Among the experimental groups, the most stable index of 
crushing was in experimental group B from 88.9 to 52.9%. According to 
the results of experimental studies, the correlation between the content 
of cryoprotectants in the equilibration solution during cryopreservation 
and viability of the preserved oocyte-cumulus complexes of piglets has 
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been proved for such parameters as the number of germs obtained, the 
dynamics and the embryo crushing index. The use of two-component 
equilibration solution for the freezing of OCC pigs leads to an increase 
not only in the total number of embryos but also in the larger number of 
embryos at other stages of crushing. 

 
Keywords: cryopreservation, oocyte-cumulus complexes, equilibra-

tion solution, cryoprotectant, in vitro maturation, embryos. 
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Целью исследований было провести сравнительный анализ 

различных еквилибрационных растворов при криоконсервирова-
нии на жизнеспособность деконсервированных ооцит-кумулюсных 
комплексов (ОКК) свинок и дальнейшее развитие эмбрионов in 
vitro. Для замораживания использовали ооциты свинок с гомоген-
ной тонкозернистой ооплазмой, невредимой прозрачной оболоч-
кой, плотным или частично разрыхленным кумулюсом. Перед за-
мораживанием гаметы обрабатывали 10 мин. еквилибрационным 
раствором вар. А – 10% DMSO + 10% G + 10% PD, вар. Б – 10% G 
+ 20% PD, вар. В – 30% PD затем переносили в витрификацион-
ный раствор (25% глицерин+25% пропандиол). По результатам 
экспериментальных исследований установлено, что состав и 
концентрация криопротекторов в еквилибрационном растворе 
обеспечивают неодинаковый уровень сохранения гамет при крио-
консервировании. Анализируя изменения динамики дробления эм-
брионов свиней, установили незначительные колебания коэффи-
циента дробления. Кроме показателя дробления зародышей был 
проанализирован индекс дробления эмбрионов. Установлено, что 
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индекс дробления в различных группах колеблется по-разному: 
так в группе А он был от 100,0 до 0,0%. Среди опытных групп 
наиболее стабильный индекс дробления был в опытной группе Б - 
от 88,9 до 52,9%. Результатами экспериментальных исследова-
ний доказано наличие взаимосвязи между содержанием криопро-
текторов в еквилибрационном растворе при криоконсервирова-
нии и жизнеспособностью деконсервированных ооцит-
кумулюсных комплексов свинок для таких показателях как коли-
чество полученных эмбрионов, динамика и индекс дробления эм-
брионов. Использование для замораживания ОКК свинок двухком-
понентного еквилибрационного раствора приводит к увеличению 
не только общего количества эмбрионов, но и к большему коли-
честву эмбрионов на других стадиях дробления. 

 
Ключевые слова: криоконсервирование, ооцит-кумулюсные 

комплексы, эквилибрационный раствор, криопротектор, созревание 
in vitro, эмбрионы. 

 
Застосування методу тривалого зберігання кріоконсервованих 

гамет сільськогосподарських тварин створює сприятливі умови для 
регулювання відтворювальної функції у тварин біотехнологічними 
методами. При заморожуванні репродуктивних клітин повільнім 
(програмним) способом у клітинах утворюється велика кількість 
кристалів льоду. Застосування методу вітрифікації (швидкого замо-
рожування) дозволяє значною мірою усунути цю проблему. Важли-
вою умовою успішного кріоконсервування репродуктивних клітин 
шляхом прямого занурення у рідкий азот є правильний вибір 
кріопротекторів – речовин, здатних запобігати формуванню 
внутрішньоклітинного льоду та попереджувати пошкодження 
біологічних об'єктів. Кріопротектори відіграють роль стабілізаторів 
води та знижують точку замерзання розчину. Також вони захища-
ють мембранні структури клітини та запобігають утворенню високих 
концентрацій біологічних і хімічних сполук внаслідок вимерзання 
води у суспензійному середовищі. На сьогодні, серед науковців 
немає єдиної думки щодо оптимальних типів та  концентрацій 
кріопротекторів, причиною чого є те, що при застосуванні різних 
типів кріопротекторів гамети тварин проявляють неоднакову кріоре-
зистентність під час кріоконсервування [1,2,3,4]. Отже, питання по-
шуку найбільш ефективних кріопротекторів та їх концентрацій у 
еквілібраційному середовищі є актуальним. 

Метою досліджень було провести порівняльний аналіз впливу 
різних еквілібраційних розчинів при кріоконсервуванні на життє-
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здатність деконсервованих ооцит-кумулюсних комплексів (ОКК) 
свинок і подальший розвиток ембріонів in vitro. 

Матеріал і методика досліджень. ОКК свинок отримували піс-
ля надрізу лезом видимих антральних фолікулів яєчників, відмива-
ли у середовищі Дюльбекко та оцінювали за морфологічними озна-
ками. Для заморожування використовували ОКК свинок із гомоген-
ною тонкозернистою ооплазмою, неушкодженою прозорою оболон-
кою, щільним або частково розпушеним кумулюсом. Для наступного 
заморожування гамети витримували протягом 10 хв. в одному з ек-
вілібраційних розчинів: вар. А – 10% DMSO + 10% гліцерин (G) + 
10% пропандіол (PD), вар. Б – 10% G + 20% PD, вар. В – 30% PD. 
Потім комплекси переносили у вітрифікаційний розчин (25% G + 
25% PD) і фасували у пайєти, які заморожували прямим занурен-
ням в азот. Еквілібраційний та вітрифікаційний розчини виготовляли 
на фосфатно-сольовому буфері Дюльбекко з додаванням 20% си-
роватки крові корів, яку попередньо інактивували при +56ºС протя-
гом 30 хв. Після розморожування для виведення кріопротекторів 
гамети переносили на 10 хв. у 1,0 М розчин сахарози. Потім клітини 
тричі відмивали середовищем ТС-199, оцінювали за морфологічни-
ми ознаками і переносили в середовище для мейотичного дозрі-
вання. Тривалість етапу дозрівання становила 44 год. ОКК культи-
вували в 4-лункових планшетах за температури +38,5ºС та 5% CO2 
у повітрі. Середовище мейотичного дозрівання на основі ТС-199 мі-
стило 20% попередньо інактивованої еструсної сироватки крові ко-
рів, 2,0 мМ натрію пірувату, 2,92 мМ кальцію лактату, 40 мкг/мл ген-
таміцину. Після етапу мейотичного дозрівання ОКК піддавали за-
плідненню in vitro. Капацитацію сперматозоїдів здійснювали гепари-
ном (100 ОД/мл) за методикою Parrish J.J. et al. [5]. Після 12-18 год. 
спільного інкубування яйцеклітин та сперміїв передбачувані зиготи 
відмивали від прилиплої сперми і переносили в краплі середовища 
CDM для подальшого дорощування. 

Ефективність використання різних варіантів еквілібраційних ро-
зчинів оцінювали за: 1) коефіцієнтом дроблення, який визначали за 
часткою ембріонів певної стадії розвитку, отриманих після 24, 48, 72 
та 96 годин дорощування, 2) індексом дроблення, який визначали 
за часткою ембріонів, які розвинули до наступної стадії. 

Результати досліджень. За результатами досліджень вста-
новлено, що тип та концентрація кріопротекторів у еквілібраційному 
розчині обумовлюють неоднаковий рівень збереження гамет при 
кріоконсервуванні (рис. 1).  

Аналізуючи показники дроблення отриманих ембріонів, вста-
новлено незначні коливання коефіцієнта дроблення (рис. 2). 
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Рис. 1. Результати запліднення in vitro деконсервованих яй-
цеклітин  свинок при використанні різних варіантів еквілібраційних 

розчинів 
 
 

 
 

Рис. 2. Показники коефіцієнтів дроблення in vitro 
деконсервованих  і прокультивованих ОКК свинок при використанні 

різних варіантів еквілібраційних розчинів 
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Після першої доби дорощування зигот, отриманих з деконсер-
вованих, дозрілих і запліднених поза організмом ОКК свинок, коефі-
цієнт дроблення був у межах від 34,3 до 40,0%. Після 48 год. куль-
тивування спостерігали незначне зменшення коефіцієнта дроблен-
ня в дослідних Б і В та контрольній групах порівняно з групою А. 
При збільшенні терміну культивування ембріонів до 72 год. 
коефіцієнт дроблення в дослідних (А-В) і контрольній (К) групах був 
майже однаковим і становив від 20,0 до 22,9%. На четверту добу 
дорощування коефіцієнт дроблення в групі А був найменшим та 
дорівнював 0,0%. 

Проведений аналіз показав, що індекс дроблення в різних гру-
пах змінювався порізному (рис. 3). Так, в групі А він був від 0,0 до 
100,0%. Серед дослідних груп найбільш стабільний індекс дроблен-
ня був в групі Б – від 52,9 до 88,9%. У контрольній групі аналогічний 
показник був у межах від 62,5 до 79,3%.  

 

 
 

Рис. 3. Індекси дроблення in vitro деконсервованих і 
прокультивованих яйцеклітин свинок при використанні різних 

варіантів еквілібраційних розчинів 
 

Отже, проведеним порівняльним аналізом впливу різних 
варіантів еквілібраційних розчинів, які відрізняться між собою за ти-
пом та концентрацією кріопротекторів, доведено наявність 
взаємозв’язку між типом та вмістом кріопротекторів у еквілібра-
ційному розчині та життєздатністю деконсервованих ОКК свинок, 
зокрема за такими показниками, як загальна кількість отриманих 
зародків, коефіцієнт та індекс дроблення ембріонів.   
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Висновки. Стійкість ооцитів свинок до дії низьких температур 
залежить від складу та концентрації кріопротекторів у еквілібра-
ційному розчині. Використання при заморожуванні ооцит-
кумулюсних комплексів свинок двокомпонентного еквілібраційного 
розчину сприяє збільшенню не тільки загальної кількості ембріонів, 
але й частки зародків на просунутих стадіях розвитку. 
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