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Кріоконсервування методом вітрифікації має 
переваги порівняно з повільним заморожуванням. 
Успішні результати використання цього методу от-
римані в допоміжних репродуктивних технологіях 
під час відтворення сільськогосподарських тва-
рин [3, 9]. Так, після вітрифікації життєздатність 
(здатність до розвитку in vitro) для ембріонів овець 
становить 26,6% [4]; корів – 77,3% [5]; кроликів – 
24% [8]; свиней – 27,5% [6]). Використовують су-
міші з 3–4-х кріопротекторів, що зменшує токсич-
ний ефект кожного із компонентів та забезпечує 
високу частоту виживання ембріонів після впливу 
факторі кріоконсервування [2, 7].

Мета роботи – вивчення впливу кріоконсервуван-
ня ембріонів мишей методом вітрифікації з викори-
станням різних багатокомпонентних вітрифікуючих 
середовищ на морфофункціональні характеристики 
ембріонів мишей in vitro.

Експерименти проводили відповідно до Зако-
ну України «Про захист тварин від жорстокого 
поводження» (№ 3447-IV від 21.02.2006 р.) та по-
ложення «Європейської конвенції з захисту хре-
бетних тварин, які використовуються в експери-
ментальних та інших наукових цілях» (Страсбург, 
1986).
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Cryopreservation by vitrifi cation has advantages 
over slow freezing. During the reproduction of farm 
animals in assisted reproductive the technologies suc-
cessful results have been obtained using this method 
[7, 9]. Thus, after vitrifi cation, the viability (ability 
to develop in vitro) for sheep embryos is 26.6% [8]; 
for cows it is 77.3% [6]; for rabbits it makes 24% [3] 
and for pigs it is 27.5% [1]. These are used the mix-
tures of 3–4 cryoprotectants, reducing the toxic eff ect 
of each of the components and providing a high sur-
vival rate of embryos after exposure to cryopreser-
vation factors [2, 5].

The research aim was to study the eff ect of murine 
embryos cryopreservation by vitrifi cation using dif-
ferent multicomponent vitrifying media on the morpho-
functional characteristics of murine embryos in vitro.

The experiments were performed in accordance 
with the Law of Ukraine ‘On the Protection of Animals 
Against Cruelty’ (N3447-IV dated of February 21, 2006) 
agreed to the statements of ‘European Convention for 
the Protection of Vertebrate Animals Used for Expe-
rimental and Other Scientifi c Purposes’ (Strasbourg, 
1986).

Murine embryos of pre-implantation developmen-
tal stages (morula and early blastocyst) were obtained 
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Ембріони мишей передімплантаційних стадій 
розвитку (морули та ранньої бластоцисти) отриму-
вали від самок мишей гібриду F1 (C57BL × CBA). 
У самок викликали суперовуляцію (без ураху-
вання стадії естрального циклу) внутрішньо-
черевним уведенням гонадотропних гормонів: 5 МО 
гонадотропіну сироватки жеребих кобил («Folligon», 
Нідерланди) і через 48 годин – 7,5 МО хоріонічно-
го гонадотропіну людини («Сhorulon», Нідерлан-
ди). Для одержання ембріонів самок підсаджували 
до самців на ніч для запліднення. День виявлення 
копуляційної пробки вважали першим днем вагіт-
ності. Ембріони отримували через 80–96 годин піс-
ля ін’єкції хоріонічного гонадотропіну людини [1]. 
Прижиттєве морфологічне оцінювання ембріонів 
проводили візуально під мікроскопом. Відміча-
ли прозорість цитоплазми, деформацію мембрани, 
лізис та дегенерацію бластомерів. 

На першому етапі визначали частоту зберігання 
ембріонів миші після їх експозиції у кріозахисних 
розчинах: розчин 1 – 25% етиленгліколю + 25% глі-
церину + 0,3 М сахарози на фосфатно-сольовому
буфері (ФСБ) («Sigma-Aldrich», США) з 10% фе-
тальної телячої сироватки (ФТС) («Sigma-Aldrich», 
США); розчин 2 – 20% етиленгліколю + 20% диметил-
сульфоксиду + 0,5 М сахарози на ФСБ із 20% ФТС. 
Залежно від використаного кріозахисного розчи-
ну тварин розділили на групи: 1А (n = 11) – час 
експозиції 30 с; 1В (n = 5) – час експозиції 45 с; 
2А (n = 10) – час експозиції 30 с; 2В (n = 26) – час 
експозиції 45 с; 2С (n = 15) – час експозиції 60 с; 
3 (контроль, n = 23) – свіжовиділені ембріони вит-
римували у стандартному середовищі культиву-
вання (ФСБ із 20% ФТС). 

Ембріони груп 1А, В та 2А–С поміщали у 
відповідні розчини кріопротекторів на зазначений 
термін і проводили етап видалення кріозахисно-
го розчину (переносили у розчин 0,5 М сахарози 
на ФСБ із 10% ФТС на 5 хв, далі трикратно піпе-
тували ембріони у розчині ФСБ із 20% ФТС). Після 
попереднього оцінювання ембріони культивували 
у ФСБ + 20% ФТС при 37°С протягом 4–6 год (до 
стадії бластоцисти) (табл. 1).

Встановлено, що у групах 1A та 2B збереже-
ність ембріонів миші за морфологічними харак-
теристиками склала (81,82 ± 11,63) та (80,0 ±
± 17,89)% відповідно. У групах 2A–C виживання 
ембріонів залежно від часу експозиції у розчинах 
кріопротекторів становило (90,00 ± 9,94), (88,00 ±
± 6,37) та (80,00 ± 8,45)% відповідно. У контроль-
ному розчині (95,65 ± 4,21)% ембріонів мали нор-
мальні морфологічні характеристики. 

На другому етапі роботи було вивчено вплив 
кріоконсервування без етапу експозиції у багато-

from female F1 hybrid mice (C57BL × CBA). In 
females, the superovulation (excluding the stages 
of estrous cycle) was induced by intraperitoneal ad-
ministration of gonadotropic hormones such as: 5 IU 
of gonadotropin of pregnant mare serum (Folligon, 
the Netherlands) and, after 48 h, 7.5 IU of human 
chorionic gonadotropin (Chorulon, the Netherlands). 
To obtain embryos, the females were transplanted to 
males at night for fertilization. The fi rst day of preg-
nancy was the day of a copulation plug detection. 
Embryos were obtained 80–96 h after injection of 
human chorionic gonadotropin [4]. Lifetime mor-
phological evaluation of embryos was performed vi-
sually using a microscope. Cytoplasmic transparency, 
membrane deformation, lysis and blastomere dege-
neration were found.

At the fi rst stage, the storage frequency of mice 
embryos was determined after their exposure in the 
cryoprotective solutions such as: the 1st solution was 
25% ethylene glycol + 25% glycerol + 0.3 M sucrose in 
phosphate-buff ered saline (PBS) (Sigma-Aldrich, USA) 
with 10% fetal bovine serum (FBS) (Sigma-Aldrich, 
USA); the 2nd solution was 20% ethylene glycol + 
20% dimethyl sulfoxide + 0.5 M sucrose in PBS with 
20% FBS. Depending on the used cryoprotective solu-
tion, the animals were divided into the groups: 1A 
(n = 11) – exposure time was 30 s; 1B (n = 5) – exposure 
time was 45 s; 2A (n = 10) – exposure time was 30 s; 
2B (n = 26) – exposure time was 45 s; 2C (n = 15) – 
exposure time was 60 s; 3 (control, n = 23) – freshly 
isolated embryos were kept in a standard culture me-
dium (PBS with 20% FBS).

Embryos of groups 1A, B and 2A–C were placed 
into appropriate cryoprotective solutions for the 
specifi ed period and there was performed the stage 
of cryoprotective solution removal (transferred to 
a solution of 0.5 M sucrose in PBS with 10% FBS 
for 5 min, then the embryos were pipetted three 
times in PBS solution with 20% FBS). After prelimi-
nary evaluation, the embryos were cultured in PBS + 
20% FBS at 37°C for 4–6 h (up to the blastocyst stage) 
(Table 1).

It was found that in groups 1A and 2B the inte-
grity of mice embryos by morphological characte-
ristics was (81.82 ± 11.63) and (80.0 ± 17.89)%, 
respectively. In groups 2A–C, the survival of embryos 
depending on the exposure time in cryoprotective so-
lutions was (90.00 ± 9.94), (88.00 ± 6.37) and (80.00 ±
± 8.45)%, respectively. In the control solution (95.65 ±
± 4.21)% the embryos had normal morphological 
characteristics.

At the second stage, the cryopreservation eff ect 
without exposure stage in multicomponent vitrifying 
media on the frequency of blastocyst formation in 
vitro was studied. Therefore, four experimental groups 



ду + 0,5 М сахарози на ФСБ із 20% ФТС); 3 (пряме 
занурення ембріонів у рідкий азот із попередньою 
еквілібрацією у розчині ФСБ із 20% ФТС + 25% глі-
церину + 3,0 М сахарози); 4 – свіжоотримані ембріо-
ни (табл. 2).

Визначено, що частота виживання та показ-
ник життєздатності ембріонів миші у групах 1 та 2 
були значущо нижчими порівняно з групами 3 та 
4. Тоді як зазначені показники ембріонів групи 3
відповідали таким групи 4. Отже, можна стверд-

Примітка:  *– відмінності значущі порівняно з контролем, р < 0,05. 
Note: *– diff erences are signifi cant if compared with the control, р < 0.05. 

Таблиця 1. Частота зберігання ембріонів після експозиції з багатокомпонентними кріозахисними розчинами 
Table 1. Frequency of embryo storage after exposure with multicomponent cryoprotective solutions

Група
Group

Кількість ембріонів 
Number of embryos

Час експозиції у кріозахисних середовищах, с 
Exposure time in cryoprotective media, s

Частота зберігання,%
Storage frequency, %

1A 11 30 81,82 ± 11,63

1B 5 45 80,00 ± 17,89

2A 10 30 90,00 ± 9,94

2B 26 45 88,00 ± 6,37

2C 15 60 80,00 ± 8,45*

3 (контроль)
3 (control) 23 – 95,65 ± 4,21

Таблиця 2. Частота формування бластоцист in vitro після кріоконсервування методом вітрифікації 
Table 2. Frequency of blastocyst formation in vitro after cryopreservation by vitrifi cation

Примітка:  *– різниця значуща порівняно з групами 3 та 4, р < 0,05. 
Note: *– diff erences are signifi cant if compared with groups 3 and 4, р < 0.05. 

Група 
Group

Кількість ембріонів, шт. 
Number of embryos, units

Збереженість, % 
Integrity, %

Життєздатність, % 
Viability, %

1 12 75,0 ± 9,37* 41,7 ± 11,23*

2 15 66,6 ± 8,15* 40,0 ± 9,67*

3 20 95,0 ± 3,62 78,9 ± 6,37

4 17 100,0 ± 7,63 88,2 ± 9,21

tion in PBS solution with 20% FBS + 25% glycerol + 
3.0 M sucrose), the 4th group (freshly obtained embryos) 
(Table 2).

It was determined that the survival rate and viability 
index of mice embryos in the groups 1 and 2 were 
signifi cantly lower if compared with the groups 3 
and 4. Whereas these indices for embryos of the 
3rd group corresponded to those of the 4th group. The-
refore, it can be confi rmed that the proposed embryo 
vitrifi cation method without exposure stage to cryo-

компонентних вітрифікуючих середовищах на час-
тоту формування бластоцист in vitro. З цією метою 
формували чотири дослідні групи: 1 (вітрифіка-
ція у розчині 25% етиленгліколю + 25% гліце-
рину + 0,3 М сахарози на ФСБ з 10% ФТС);
2 (20% етиленгліколю + 20% диметилсульфокси-

were formed: the 1st group (vitrifi cation with 25% 
ethylene glycol + 25% glycerol + 0.3 M sucrose solution 
in PBS with 10% FBS), the 2nd group (20% ethylene 
glycol + 20% dimethyl sulfoxide + 0.5 M sucrose 
in PBS with 20% FBS), the 3rd group (direct plunging 
into liquid nitrogen of embryos with pre-equilibra-
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protective media positively aff ects their survival 
rate and ability to further develop in vitro, whereas 
the indices correspond to the control level.

Thus, the use of vitrifi cation method without the 
exposure stage in selected solutions on the survival 
rate and formation of blastocysts in vitro does not 
allow to achieve the survival and viability levels for 
embryos cryopreserved with pre-exposure. However, 
it should be noted that under fi eldwork condi-
tions it is not always possible to carry out all tech-
nological stages of cryopreservation, therefore the 
obtained results can be considered as adequate and 
promising for further work.

The obtained research results will be used for cryopreserva-
tion of mammalian embryos under conditions of cryobanks 
of research laboratories.

жувати, що запропонований метод вітрифікації 
ембріонів без етапу експозиції у кріозахисних се-
редовищах позитивно впливає на частоту їх ви-
живання та здатність до подальшого розвитку in 
vitro, оскільки показники відповідають контроль-
ному рівню. 

Таким чином, використання методу вітрифі-
кації без етапу експозиції у зазначених роз-
чинах за частотою виживання та формування 
бластоцист in vitro не дозволяє досягнути рівня 
показників виживання та життєздатності ембріо-
нів, кріоконсервованих із попередньою експози-
цією. Проте слід зазначити, що в умовах експе-
диційної роботи не завжди можливо проводити усі 
технологічні етапи кріоконсервування, тому от-
римані результати можна вважати задовільними 
та перспективними для подальшої роботи.

Результати досліджень будуть використані для кріокон-
сервування ембріонів ссавців в умовах кріобанків дослідних 
лабораторій.
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