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Ненаписана стаття

Символічний авторський колектив українських вчених, докторантів і аспірантів
Університети, інститути, інші навчальні та наукові установи України

У цій статті відсутній текст, проте кілька чистих аркушів є символічною реакцією 
тисяч українських вчених на вимушене і суттєве обмеження, а часом і повне припинення 
їхньої наукової діяльності через російську військову агресію. Це, по суті, приклад не-
написаної статті чи, правильніше, багатьох статей, демонстрація раптово перерваних 
війною наукових досліджень, проєктів, дисертацій. Зараз в Україні порушені наукові та 
навчально-освітні процеси, нищиться наукова інфраструктура, зазнали і продовжують 
зазнавати непоправних руйнувань наукові та освітні установи. На жаль, від початку війни 
в Україні загинули (в тому числі зі зброєю в руках) уже десятки українських науковців, док-
торантів, аспірантів, студентів. Для них ці сторінки є не білими, а назавжди залишаться 
скорботно-чорними. 

Хоча представлена стаття є безслівною, вона покликана акцентувати увагу на зло-
чинних діях російського агресора стосовно України і української науки зокрема. Також цією 
символічною публікацією вшановуємо пам’ять українських вчених, загиблих у війні, яка, 
на превеликий жаль, триває.

Ключові слова: російсько-українська війна, агресія, окупація, жертви, воєнні зло-
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This article contains no text. However, the empty pages within this article symbolize the reaction of thousands of Ukrainian scientists 
toward the forced restriction and, in some cases, complete cessation of their scientific activities due to russian military aggression. This is, 
in fact, an example of an unwritten paper, or rather many papers, demonstrations of research, projects, and dissertations that were abruptly 
interrupted by the war. Currently, scientific and educational processes in Ukraine are violated, scientific infrastructure is being destroyed, 
and scientific and educational institutions have suffered and continue to suffer an irreparable damage. Unfortunately, since the beginning 
of the war dozens of Ukrainian scientists, doctoral students, graduate students and students have died (including those who protected us 
with weapons in their hands). For them these pages are not white but will forever remain mournfully black.

Although the presented article is wordless, it is designed to focus attention on the criminal actions of the russian aggressor against 
Ukraine, and in particular, the Ukrainian science. This symbolic publication also honors the memory of Ukrainian scientists who died 
during this war which unfortunately continues.

Key words: Russian-Ukrainian war, aggression, occupation, victims, war crimes, destruction, scientific infrastructure of Ukraine
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The purpose of this study was to investigate the features of cultivation of bovine corona-
virus strain CV-315 isolated in Ukraine from a calf with coronavirus infection and to select optimal 
methods of virus cultivation to obtain viral material with the highest possible titers of infectious 
activity in order to develop manufacturing technology of means of immunoprophylaxis and specific 
diagnostics. During the study, the influence of a number of factors on the accumulation of strain 
CV-315 was studied: the presence and concentration of trypsin in the nutrient medium, the effect 
of fetal bovine serum, the degree of cell culture monolayer during virus infection, also the virus 
dose, temperature and the term of cultivation. According to the results, it was established that 
bovine coronavirus strain CV-315 has the highest infectious activity when cultured for 72 hours 
before the manifestation of CPE of 70–80%, without the addition of trypsin and fetal bovine serum 
content of 2% at 37±0.5°C. It was also found that the optimal infective dose is 0.1–0.01 viral 
particles per cell for infection of the fully formed monolayer of MDBK cell culture. The obtained 
results will be used in the development of veterinary vaccines against bovine coronavirus.

Key words: bovine coronavirus, virus cultivation, cell culture, infectious activity of viruses, 
culture regimens

Coronaviruses are widespread in the environment 
and cause acute diseases not only in livestock and poul-
try, but also in humans. That is why studying the biologi-
cal properties of coronaviruses and ascertainment of the 
conditions and modes of its cultivation should help solve 
global problems that arise in the world and are associated 
with the spread of dangerous socio-economic trends and 
also for a deeper understanding of epizootic processes.

Bovine coronavirus (BCoV) is a virus that causes 
disease in domestic and wild cows. BCoV belongs to 
the family Coronaviridae, an order of Nidovirales and 
a subfamily of Orthocoronavirinae, which  is divided 
into 3 groups, which are formed depending on natu-
ral hosts, serological reactions (epitopes present in the 
glycoprotein shell) and nucleotide sequence of positive 
single-stranded RNA. BCoV belongs to 2nd group [3].

BCoV was first isolated in a primary trypsinized cul-
ture of bovine kidney cells [9], and then propagated in 
various cell lines, in particular: BEK-1 (bovine embryonic 
kidney) [7], VERO (African green monkey kidney) [6], 
MDBK (Madin-Darby bovibe kidney), PK-15 (pig kidney), 
HRT-18 (human rectal tumor) [12] with trypsin in a nutri-
ent medium useful for enhancing replication.

Kapil et al. noted that the age of HRT-18 cells after 
reseeding affected the accumulation of the BCoV in the 
monolayer and the manifestation of the cytopathic effect 
(CPE). It was found that the best time to infect cell cul-
ture HRT-18 by BCоV is 24 hours after the monolayer 
of cells formation, because in such circumstances, cyto-
pathic changes caused by bovine coronavirus, accord-
ing to the authors, were most severe [8].

Conditions necessary for optimal accumulation of cell 
culture-adapted strains of BCoV have been repeatedly 
described by Dea et al. [4]. In their work, they showed 
that a weakly acidic inoculum (pH 6.5 to 7.0), cultivation 
in basic medium (pH 8.0 to 8.5) with trypsin (5 μg/cm3) 
and treatment of cells with DEAE-dextran (25 μg/cm3) 
are important factors influencing the increase in the ac-
cumulation of bovine coronavirus and the manifestation 
of CPE in Vero cells.

Storz et al. [13] also emphasized the importance of 
using trypsin for virus replication and manifestation of the 
cytopathic action of cell culture-adapted BCоV strain L9.  
Addition of trypsin (10 μg/cm3) accelerated the appear-
ance of CPE and plaques, promoted cell fusion, increased 
the amount of hemagglutinin released by cells and in-
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creased the accumulation of virus in cultures of thyroid 
cells and brain of embryonic calves using the Minimum 
Essential Medium Eagle (MEM) antibiotics and 10% of 
fetal serum of calf or lamb, inactivated by heating. In this 
case, when the virus was pre-treated with trypsin or tryp-
sin was present only during the adsorption of the virus, 
the increase in plaque formation was not observed.

Treatment of cells with trypsin may facilitate the attach-
ment of virions to otherwise inaccessible receptor sites. 
Treatment of the virus with trypsin can change the config-
uration of protein molecules in the envelope of the virus, 
making them more compatible with the receptor sites 
of cells. It has been suggested that trypsin may neutralize 
the active inhibitor of the virus, which is produced by cell 
culture, and cause multiple replications of the virus [5].

Okulova et al. [10] highlighted the possibility of obtain-
ing a double ‘harvest’ of bovine coronavirus in cultures 
of MDBK and Vero cells at 34°C.

Given the conflicting results of other researchers 
regarding different strains of coronavirus, we decided 
to determine the features of culturing of bovine coro-
navirus strain CV-315 and select the optimal methods 
of culturing the virus in order to obtain viral material 
with the highest possible titers of infectious activity to 
develop technology for monoprophylaxis and specific 
diagnostic means production.

Materials and Methods 

Cell culture
MDBK cell culture (CC) obtained from the collection of 

cell cultures of Biotestlab LLC was used for these studies. 
Cell culture was adapted to Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium (DMEM — manufactured by Sigma-Aldrich®) 
with the addition of 10% fetal bovine serum (FBS — man-
ufactured by Sigma-Aldrich®). Cell culture was incubated 
in culture flasks with a ventilated lid (manufactured by 
SARSTEDT AG & Co. KG®, Germany) at a tempera-
ture of 37±0.5°C and a CO2 content of 5±0.1%.

Virus
Bovine coronavirus strain CV-315, obtained in Ukraine 

from a calf with diarrhea caused by coronavirus [1, 2], 
which was confirmed by Real-Time PCR (VetMAX® Ru-
minant Respiratory Screening Kit, Thermo Fisher Scien-
tific®, USA) was used in our work. While determining 
antigenic affinity and dominance, strain CV-315 dominated 
the standard KL-2 and other field isolates, so it was se-
lected for study and further development of vaccines.

Material with an infectious activity titer of 6.2 lg 
TCID50/cm3 and a hemagglutinating activity  titer of 
10,3 log2/cm3 was used for the studies.

Infection of cell culture
In accordance with this goal, we evaluated the impact 

on the cultivation of bovine coronavirus of the following 
parameters:

— the presence and concentration of trypsin in the 
nutrient medium;

— the presence and concentration of FBS in the nu-
trient medium;

— temperature of virus cultivation;
— the degree of cell culture monolayer formation 

during virus infection;
— term of culturing the virus;
— the dose of virus to infect cell culture.
In order to adequately assess the effect of these 

parameters, 3 consecutive passages of virus were per-
formed on MDBK cell culture in T25 culture flasks. Prior to 
the infection, cell culture with 90–100% formed monolayer 
(except for experiments where another degree of mono-
layer formation is indicated) was washed with Hanks’ solu-
tion (HBSS, pH 7.2 — Sigma-Aldrich®) from growth media 
with fetal serum. The virus was introduced in a pre-calcu-
lated volume (infection dose (ID) was 0.1 VP/cell (1 virus 
particle per 10 cells), except for experiments where an-
other ID is indicated) in the maintenance medium — Min-
imum Essential Medium Eagle (MEM — Sigma-Aldrich®). 
Cultivation was performed at a temperature of 37±0.5°C 
(except for experiments where another temperature is in-
dicated). Infected cell cultures were examined daily visual-
ly under a light microscope to detect CPE (cytopathic ef-
fect) of the virus and to record the time of its manifestation 
by 80–90% (except for experiments where the fixation 
of another % of CPE manifestations is indicated). 

The CPE of bovine coronavirus manifested itself as 
vacuolation and accumulation of cells, which subsequent-
ly led to the formation of syncytia and exfoliation of most 
cells from the surface of the culture vessel.

After the manifestation of CPE culture flasks with in-
fected cells were frozen at a temperature minus 20±2°C, 
then thawed to collect virus-containing suspension and 
sampling for research. Until the results of the studies, all 
samples were stored at a temperature minus 20±2°C.

Determination of infectious activity of the virus
Infectious activity of the virus was determined by titra-

tion of the virus in the CC MDBK with the formed mono-
layer in a 96-well culture plate for 7 days (taking into ac-
count the results from the 3rd day after titration). The virus 
titer was calculated by the Reed and Mench method [11].

Results and Discussion

In this work, a study of the cultural properties of bovine 
coronavirus, strain CV-315 and evaluation of the influ-
ence of a number of factors on the level of accumulation 
of this virus in MDBK cell culture was performed.

The effect of trypsin on the titer of infectious activity 
of bovine coronavirus strain CV-315

Trypsin was added in a pre-calculated amount to the 
maintenance medium. During the study, the characteristic 
CPE was observed in all experimental samples.
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The data presented in fig. 1 indicate that the addition of 
trypsin at concentrations of 1, 5 and 10 μg/cm3 in the main-
tenance medium does not increase the titer of infectious 
activity of bovine coronavirus strain CV-315. The increase 
in trypsin concentration, in contrast, directly proportionally 
contributed to the reduction of the level of accumulation of 
the obtained viral material during 3 consecutive passages. 
Therefore, further cultivation of bovine coronavirus CV-315 
was performed without the addition of trypsin solution.

The effect of FBS on the titer of infectious activity 
of bovine coronavirus strain CV-315

FBS was added to the maintenance medium in a pre- 
calculated amount of the total volume. During the study, 
the characteristic CPE was observed in all experimental 
samples. The results shown in fig. 2 indicate that the cul-
tivation of bovine coronavirus strain CV-315 in cell culture 
MDBK with a maintenance medium and 2% of fetal bo-
vine serum content receive the highest titers of infectious 
activity of the virus — 6,64–6,7 lg TCID50/cm3 for 3 con-
secutive passages. The difference in titers for virus culti-
vation without fetal bovine serum and with a content of 2 
and 5% was ±0.3 lg TCID50/cm3 at the level of the 3rd pas-
sage. That is why the feasibility of using fetal bovine se-
rum in the cultivation of bovine coronavirus strain CV-315 
in the culture of MDBK cells requires further discussion.

The effect of cultivation temperature on the titer 
of infectious activity of bovine coronavirus strain CV-315

After inoculation of the virus, cultivation of the virus 
in the CC was performed at a temperature of 34±0.5°C 
and at a temperature of 37±0.5°C. The data in table 1 
indicates that the temperature of coronavirus cultivation 
34±0.5°C does not lead to the manifestation of cytopathic 
effect of the virus for 168 hours (observation period) while 
at a temperature 37±0.5°C CPE of the virus was manifest-
ed after 71–74 hours of culturing the virus in cell culture. 

The infectious activity of the virus did not differ signifi-
cantly during three consecutive passages at a tempera-
ture of 37±0.5°C. Infectious activity of the virus cultured at 
a temperature of 34±0.5°C was not detected, indicating 
the absence of accumulation of the virus at this tempera-
ture. Therefore, further studies were performed only by 
culturing the virus at a temperature of 37±0.5°C.

Fig. 1. The effect of trypsin concentration on the accumulation 
of bovine coronavirus strain CV-315

Fig. 2. The effect of FBS concentration on the accumulation 
of bovine coronavirus strain CV-315

Table 1. The effect of cultivation temperature  
on the bovine coronavirus infectious activity titer

Tempera-
ture, °C

Pas-
sage 
no.

The virus CPE 
presence 

Cultivation 
period, h

Infectious 
activity,  

lg TCID50/cm3

34±0,5

1 – 168 0

2 – 168 0

3 – 168 0

37±0,5

1 + 71 6.2±0

2 + 74 6.45±0.25

3 + 72 6.45±0.25

Fig. 3. The influence of the monolayer formation degree  
on the accumulation of bovine coronavirus strain CV-315

Influence of the degree of cell culture monolayer formation 
during virus infection on the titer of infectious activity 
of bovine coronavirus strain CV-315.

The results of the study are presented in fig. 3. The 
diagram shows that infection of MDBK cell culture in the 
early stages of cell monolayer formation (up to 30%) 
does not allow the accumulation of virus for three con-
secutive passages — these experiments did not reveal 
the cytopathic effect of the virus. Infection of cells of 
the monolayer formed by 60–70% revealed cytopathic 
activity of the virus in titers of 4.7–4.95 lg TCID50/cm3. 
The highest activity of the virus in CC were obtained 
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when the virus was introduced into a 100% formed 
monolayer of cells — the titer of infectious activity of the 
virus was 6.2–6.64 lg TCI50/cm3, which confirms the data 
of other researchers.

Subsequent studies used a method of infecting cell 
culture into a completely formed monolayer of cells.

Influence of the cultivation term in cell culture on the titer 
of infectious activity of bovine coronavirus strain CV-315

During the study, the characteristic CPE of the virus 
was observed in all experimental samples. Presented in 
fig. 4 results show that the cultivation of bovine coronavi-
rus strain CV-315 in the culture of MDBK cells at a dose 
of 0.1 VP/cell for 72 hours had the highest titers of infec-
tious activity — 6.36±0.41 lg TCID50/cm3 for 3 passages. 
During 48 hours of cultivation, the titers of infectious 
activity were only 5.11±0.1  lg TCID50/cm3, and  for 
96 hours — 5.5±0.2 lg TCID50/cm3.

The obtained results prove that the optimal time for 
culturing bovine coronavirus strain CV-315 in the cul-
ture of MDBK cells at a dose of 0.1 VP/cell is 72 hours 
of cultivation.

The effect of the infectious dose on the titer of infectious 
activity of bovine coronavirus strain CV-315

During the study, the characteristic CPE was ob-
served in all experimental samples (fig. 5). The diagram 

Fig. 4. The effect of the cultivation term on the accumulation 
of bovine coronavirus strain CV-315

Fig. 5. The effect of the infective dose on the accumulation 
of bovine coronavirus strain CV-315 
Note. *VP/cell — viral particles per cell

shows that the cultivation of bovine coronavirus strain 
CV-315 with a dose of 0.01 VP/cell had titers of infectious 
activity of 6.1±0.1 lg TCID50/cm3, with a dose of infection 
of 0.1 VP/cell — 6,38±0.2 lg TCID50/cm3, and with a dose 
of 1.0 VP/cell — 5.42±0.3 lg TCID50/cm3. The infectious 
activity of the virus increased during 3 consecutive pas-
sages. Bovine coronavirus had the highest activity when 
cultured with an infection dose of 0.1 VP/cell. 

Therefore, further studies and production of bovine 
coronavirus strain CV-315 were performed with a dose 
of 0.1 VP/cell.

As a result of the research, the optimal temperature 
for culturing bovine coronavirus strain CV-315, the re-
quired degree of formation of a monolayer of cell culture 
during inoculation of the virus and also the time of CPE 
manifestation in compliance with certain parameters 
were determined. 

Research results were summarized and optimal con-
ditions for bovine coronavirus strain CV-315 culturing 
were determined. These data are presented in table 2.

Most researchers have studied the effects of proteo-
lytic enzymes, including trypsin, on the accumulation of 
bovine coronavirus. According to studies by [4], trypsin 
concentration of 5 μg/cm3 in the nutrient medium in-
creased the accumulation of bovine coronavirus in Vero 
cell culture, and in the studies of [13], trypsin concen-
tration of 10 μg/cm3 in the nutrient medium increased 
plaque formation of bovine coronavirus strain L9. How-
ever, our results indicate that the addition of trypsin to 
the nutrient medium, on the contrary, does not increase 
the titer of infectious activity of bovine coronavirus strain 
CV-315 in MDBK cell culture.

Kapil et al. also investigated the effect of the degree of 
monolayer formation on the level of accumulation of bo-
vine coronavirus. According to their results, 24 hours after 
the formation of a monolayer of HRT-18 cell culture is the 
optimal time for infection of bovine coronavirus, which 
coincides with the results obtained in this study [8].

Table 2. The results of evaluation of the culture conditions influence 
on the degree of bovine coronavirus accumulation in MDBK cell culture

Parameter
The result obtained 
after 3 passages 
on the cell culture, 
lg TCD50/1.0 cm3

Trypsin influence  Without trypsin 6.45±0.25

Fetal bovine serum 
influence 2% 6.7±0,46

Infective dose 0.1 VP/cell* 6.5±0.32

Cultivation tempera-
ture influence 37±0,5 °С 6.45±0.25

Degree of monolayer 
formation 100 % 6.5±0.3

The cultivation term 
and the degree 
of the virus CPE 
manifestation

72 h 6.45±0.38

Note. *VP/cell — viral particles per cell.
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Conclusions

As a result of the research it was found that the high-
est infectious activity — 6.45±0.3 lg TCID50/cm3 bovine 
coronavirus strain CV-315 has with cultivation within 
72 hours before the manifestation of CPE by 70–80% 
without addition trypsin and fetal bovine serum content 
of 2% at a temperature of 37±0,5°C. Also founded that 
the optimal dose of infection is 0.1–0.01 VP/cell for 
infection of the fully formed monolayer of MDBK cell 
culture allows to obtain material with the highest titers 
of infectious activity in this cell culture.

Selected cultivation regimes allow to optimize the 
bovine coronavirus cultivation conditions for the pro-
phylactic and diagnostic drugs production.

Prospects for further research

The obtained results are further planned to be used 
in the development of veterinary immunobiological means 
against bovine coronavirus.

Strain CV-315 is deposited in the collection of the 
State Research and Control Institute of Biotechnology 
and Strains of Microorganisms of Ukraine in Kyiv.
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Дослідження культуральних властивостей коронавірусу ВРХ штаму CV-315*
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Метою дослідження було вивчити особливості культивування коронавірусу ВРХ штаму CV-315, виділеного на території 
України від хворого на коронавірусну інфекцію теляти, та підібрати оптимальні способи культивування вірусу з метою отри-
мання вірусного матеріалу з високими титрами інфекційної активності і для розроблення технології виробництва засобів імуно-
профілактики та специфічної діагностики. Під час проведення досліджень було вивчено вплив на накопичення вірусу низки 
факторів: наявність та концентрація трипсину в поживному середовищі, фетальної бичачої сироватки, ступеня формування 
моношару культури клітин за проведення зараження вірусом, а також вплив дози вірусу, температури та терміну культивування. 
Відповідно до отриманих результатів, було встановлено, що найбільш високу інфекційну активність штам CV-315 має за куль-
тивування впродовж 72 год. до прояву цитопатичного ефекту на 70–80% без додавання трипсину та вмістом фетальної бичачої 
сироватки 2% за температури 37±0,5°С. Також встановлено, що оптимальною дозою зараження є 0,1–0,01 вірусних частинок 
на клітину для інфікування повністю сформованого моношару культури клітин MDBK. Отримані результати буде використано 
для розроблення ветеринарних вакцин проти коронавірусу ВРХ.

Ключові слова: коронавірус ВРХ, культивування вірусів, культура клітин, інфекційна активність вірусів, режими культи-
вування
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Photoperiod-induced alterations in biomarkers of oxidative stress  
in rats of different ages and individual physiological reactivity
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This study was undertaken to investigate the photoperiod- and age-related variability 
between the activity of oxidative stress biomarkers in rats with different physiological reactivity 
estimated by different resistance to hypoxia. The study was carried out on 96 male Wistar rats 
divided into 16 groups based on resistance to hypoxia (LR, low resistance, HR, high resistance) 
and age, i.e. 6 and 21 months. The studies were conducted at four photoperiod points: winter 
(January), spring (March), summer (July), and autumn (October). Lower levels of oxidative stress 
biomarkers (P<0.05) were observed in the younger rats when compared to older rats, as well as 
in HR rats compared to LR rats. The levels of lipid peroxidation end product, 2-thiobarbituric acid 
reactive substances (TBARS) as the major indicator of oxidative stress, were found to increase 
with age, and summer resulted in further elevation compared to other seasons. Also, oxidative 
stress biomarkers were lower (P<0.05) in winter than in other seasons, especially in the HR rats. 
TAC level in the hepatic tissue of the 6 months aged rats was significantly higher (P<0.05) ele-
vated when compared to older rats. A similar higher TAC level was in the hepatic tissue of HR 
rats compared to the LR rats. The adult rats with HR maintained TAC with minimal fluctuations 
throughout the year. It should be noted that the difference in TAC was higher for the groups of the 
adult animals with HR in winter, spring, and summer, which may indicate effective mechanisms 
preventing the formation of reactive oxygen species and systems of elimination thereof.

Key words: rats, resistance to hypoxia, liver, seasons, lipid hydroperoxides, 2-thio-
barbituric acid reactive substances (TBARS), total antioxidant capacity (TAC)

The mechanisms of the diurnal and seasonal period-
icity of the rhythmic functions of the body are targeted at 
adaptation to environmental conditions on the one hand 
and at preservation of the relative constancy of its inter-
nal environments on the other hand [8]. For example, 
the diurnal dynamics of ovulation and oviposition in meat 
chickens are controlled through endocrine pathways that 
are modulated by both environmental and internal fac-
tors [50]. Environmental factors control seasonal breeding 
in birds when there are natural photoperiodic cues, i.e. the 
availability of food for the hatchlings, availability of nesting 
sites, predation pressure, and climate factors [48]. Special 
interesting changes in the rhythmic-induced functions of 
the systems of organisms at the influence of sex, age, 
season, and individual physiological reactivity [11, 47, 51]. 
Seasonality refers to season-dependent fluctuations in 
sleep length, social activity, mood, weight, appetite, and 

energy level [17, 41]. The underlying mechanism respon-
sible for synchronizing internal biochemical processes 
with circadian environmental cues in mammals has been 
comprised of three major components. Firstly, photo-
reception by the retina and transmission of neural signals 
along the retinohypothalamic tract; secondly, integration 
of photoperiodic information with an internal reference 
circadian pacemaker located in the suprachiasmatic 
nucleus, and thirdly, dissemination of circadian infor-
mation to target organs, via the autonomic nervous 
system and through humoral pathways [49].

Effects of hypoxia can be regulated by circadian pat-
terns, and the possible differences in such effects may 
have biological and clinical implications for the organism 
[2, 23, 32, 34, 35]. Recent investigations have identified 
a connection between the circadian rhythm protein Pe-
riod 2 (PER2) and hypoxia-inducible factor (HIF1A) that 
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may elucidate an evolutionarily conserved cellular network 
that can be targeted to manipulate metabolic function in 
stressed conditions like hypoxia or ischemia [3]. The fact 
that hypoxia modifies the circadian oscillations of variables 
as important as body temperature and metabolism leads 
to the expectation that the daily rhythms of many other 
functions are perturbed by hypoxia, according to their link 
to the primary variables. It is contemplated that the alter-
ations of the normal circadian oscillations can contribute to 
many common symptoms of sustained hypoxia, e.g., from 
sleep fragmentation to malaise and loss of appetite [35]. 
Circadian clock interaction with HIF1α mediates oxygenic 
metabolism and anaerobic glycolysis in skeletal muscle 
[38]. Genetic disruption of the clock activator BMAL1 
in skeletal myotubes and fibroblasts increased levels of 
the hypoxia-inducible factor 1α (HIF1α) under hypoxic 
conditions. The results of these researchers revealed bi-
directional interactions between circadian and HIF path-
ways that influence metabolic adaptation to hypoxia.

There are many studies showing that individuals within 
each animal species and humans differ significantly in their 
reactions to oxygen deficiency [19, 20, 28, 39]. Analyses 
of animal reactions to oxygen deficiency have demonstrat-
ed that, in any group of intact animals (in particular, white 
rats) of the same age and sex reared in the same condi-
tions and placed at a critical altitude (11,000–12,000 m),  
it is possible to identify individuals that remain viable at the 
95% death rate in experimental animals [10]. Such nat-
urally hypoxia-resistant individuals can survive for a long 
time in gas environments containing only 2–3% of O2. 
These animals maintain rhythmic breathing movements 
in acute hypoxic conditions (equivalent to the height of 
12,000 m above sea level) for 5–6 minutes, and some 
even more than 10 minutes, while most animals display 
agonal breathing and convulsions that end in death after 
5–60 seconds. Animals with high resistance (HR) to acute 
hypobaric hypoxia were identified among laboratory mice, 
rats, rabbits, and guinea pigs [37, 43, 44]. Intra-species dif-
ferences in the reaction of individuals to acute hypoxia also 
vary significantly, and they are related to both genotypic 
and phenotypic characteristics of individuals [10, 14].

Aging is one of the main risk factors for various diseases. 
On the other hand, oxidative stress is a key element re-
sponsible for the development of age-related patholo-
gies [1]. In addition, the alteration of circadian rhythms also 
contributes to cardiovascular pathology [3]. Aging modifies 
the temporal organization of antioxidant defenses and 
blood pressure, probably, as a consequence of a disruption 
in the circadian rhythm of the clock’s transcriptional regulator, 
BMAL1, in the heart [1]. The loss of temporal organization of 
the activity of the antioxidant enzymes, the oxidative status, 
and the cellular clock machinery could result in a temporally 
altered antioxidant defense system also in the aging brain 
[26]. Rhythmic changes in oxidative damage of protein 
and lipid molecules have been also reported [16]. 

The present study was focused on photoperiod- and 
age-related variability between the activity of oxidative 
stress biomarkers in rats with different physiological reac-

tivity estimated by different resistance to hypoxia. Thus, 
the aim of our study was the assessment of levels of 
lipid hydroperoxides, 2-thiobarbituric acid reactive sub-
stances (TBARS), and total antioxidant capacity (TAC) in 
the hepatic tissue of male rats of different ages (adult — 
3-month-old, old — 21-month-old) and physiological re-
activity (LR, low resistance to hypoxia and HR, high resis-
tance to hypoxia) in different photoperiods (winter, spring, 
summer, autumn). This study was carried out during the 
Scholarship Program supported by The Visegrad Fund 
in the Department of Zoology and Animal Physiology, 
Institute of Biology and Earth Sciences, Pomeranian 
University in Słupsk (Poland), and we are grateful to 
The Visegrad Fund the supporting our study.

Materials and Methods

Animals and experimental design
The study was carried out on 96 male Wistar rats 

divided into 16 groups based on resistance to hypoxia 
(LR — low resistance, HR — high resistance) and age, 
i.e. 6 and 21 months. The rats were randomly assigned 
to sixteen groups. There were six animals in each group. 
The studies were conducted at four photoperiod points: 
winter (January), spring (March), summer (July), and au-
tumn (October). The day/night ratio in the different photo-
period points was as follows: winter — 8:16, spring — 
12:12, summer — 16:8, and autumn — 10:14.

Group I and group II — adult 6-month-old males with 
low (n=6) and high (n=6) resistance to hypoxia studied in 
winter; group III and group IV — old males (21-month-old) 
with low (n=6) and high (n=6) resistance to hypoxia studied 
in winter; group V and group VI — adult 6-month-old males 
with low (n=6) and high (n=6) resistance to hypoxia studied 
in spring; group VII and group VIII — old males (21-month-
old) with low (n=6) and high (n=6) resistance to hypoxia 
studied in spring; group IX and group X — adult 6-month-
old males with low (n=6) and high (n=6) resistance to 
hypoxia studied in summer; group XI and group XII — old 
males (21-month-old) with low (n=6) and high (n=6) resis-
tance to hypoxia studied in summer; group XIII and group 
XIV — adult 6-month-old males with low (n=6) and high 
(n=6) resistance to hypoxia studied in autumn; group XV 
and group XVI — old males (21-month-old) with low (n=6) 
and high (n=6) studied resistance to hypoxia in autumn.

Prior to the experiments, the animals were divided 
into 2 groups: LR and HR. The hypoxia resistance of the 
rats was evaluated as survival time (min) in an altitude 
chamber 11,000 m above sea level. The survival time 
was measured after achieving the ‘altitude’. Cessation of 
breathing served as a criterion for hypoxia resistance [9, 
25, 29]. Animals with a maximum survival time after 
the second agonistic breath were classified as high- 
resistance animals, and those with a minimal survival 
time were regarded as low-resistance animals. After the 
survival assessment, the animals were housed for at least 
3 weeks in vivarium conditions to adapt.
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The male rats were housed at a constant tempera-
ture of 20±2°C. The animals had free access to feed and 
water throughout the experiments. During the study, 
the animals were kept on a standard diet and temperature 
conditions under natural lighting. The influence of artificial 
light sources was prevented. Blood was sampled at the 
peak secretion of melatonin, i.e. from 2:00 to 4:00 AM.

Tissue isolation
Tissues were removed from rats after decapitation. 

One rat was used for each homogenate sample. Briefly, 
the liver was excised, weighed, and washed in an ice-cold 
buffer. The minced tissue was rinsed clear of blood 
with cold isolation buffer and homogenized in a glass 
Potter-Elvehjem homogenizing vessel with a motor-driven 
Teflon pestle on ice. The isolation buffer consisted of 
120 mM KCl, 2 mM K2CO3, 10 mM HEPES, and 1 mM 
EDTA; pH was adjusted to 7.2 with KOH. The hepatic 
homogenate was used for the determination of the lev-
els of lipid hydroperoxide (LHPO), 2-thiobarbituric acid 
reactive substances (TBARS), and total antioxidant ca-
pacity (TAC). The Bradford method [6] with bovine serum 
albumin as a standard was used for the quantification 
of proteins. Absorbance was recorded at 595 nm.

Assay of the lipid hydroperoxide (LHPO) level
The acyl hydroperoxide level was assessed in the 

tissue samples with the method proposed by Buege 
and Aust [7]. 4 mL of a ‘heptane-isopropanol’ mixture 
was added to 0.2 mL of homogenate and vortexed vig-
orously. Then, 1 mL of HCl (pH 2.0) and 2 mL of hep-
tane reagent were added, vortexed, and centrifuged at 
3,000 rpm for 5 min. The lipid hydroperoxide level was 
read spectrophotometrically at 233 nm and expressed 
as nmol per mg of protein. A mixture of distilled water 
was used in the blank samples.

Assay of 2-Thiobarbituric acid reactive substances 
(TBARS)

The level of lipid peroxidation was determined by 
quantifying the concentration of 2-thiobarbituric acid re-
acting substances (TBARS) with the method developed 
by Buege and Aust [7]. This method is based on the re-
action of the degradation of the lipid peroxidation product, 
i.e. malonic dialdehyde (MDA), with 2-thiobarbituric acid 
(TBA) at high temperature and acidity to generate a col-
ored adduct that can be measured spectrophotometrically. 
The nmol of MDA per mg protein was calculated using 
1.56·105 mM–1 cm–1 as the extinction coefficient.

Measurement of total antioxidant capacity (TAC)
The TAC level in the samples was estimated by 

measuring the 2-thiobarbituric acid reactive substanc-
es (TBARS) level after Tween 80 oxidation. This level 
was determined spectrophotometrically at 532 nm [13]. 
Sample inhibits the Fe2+/ascorbate-induced oxidation of 
Tween 80, resulting in a decrease in the TBARS level. 
The absorbance of the obtained solution was measured 

at 532 nm. The absorbance of the blank was defined as 
100%. The TAC level in the sample (%) was calculated 
with respect to the absorbance of the blank samples.

Statistical analysis
The results were expressed as mean±S.D. Before 

the analysis, all variables were tested for normal distri-
bution using the Kolmogorov-Smirnov test (P>0.05), and 
homogeneity of variance was assessed using Levene’s 
test. The significance of differences in the level of lipid 
peroxidation processes, amino acid carbonyl derivatives, 
total antioxidant capacity, antioxidant enzyme activity, 
and energy metabolism biomarkers between all exam-
ined groups was determined using one-way analysis of 
variance (ANOVA) and multifactorial analysis of variance 
(MANOVA) [52]. Differences were considered significant at 
P<0.05. Also, the relationships between data of all individ-
uals were evaluated using Pearson’s correlation analysis. 
All statistical calculations were performed on separate 
data from each individual with Statistica 13.3 software 
(StatSoft Inc., Poland). We used Bonferroni’s post-test 
for the analysis of inequality. The statistical analysis was 
carried out in a triple way: the levels of biomarkers of 
oxidative stress and aerobic and anaerobic pathways in 
the groups were compared in relation to age, resistance 
to hypoxia, and photoperiods. The combined effects of 
age, individual physiological reactivity, and photoperiods 
and their significance (main effects) were compared with 
the biomarkers of lipid peroxidation and total antioxidant 
capacity, separately. The correlation and regression anal-
ysis comprised the correlation coefficient (r), regression 
equation, and significance of these dependencies (P). 
We used the coefficients of multiple correlation analysis 
(R), the coefficient of determination (R2), and its corrected 
form reduced by random errors (R2 adjusted) in the data 
analysis for the description of the full statistical model. 

Results and Discussion

Lipid hydroperoxides are formed in lipid systems in the 
process of lipid peroxidation, a complex multi-stage chain 
process of oxygen oxidation in lipid substrates (mainly 
polyunsaturated fatty acids), including stages with the par-
ticipation and formation of free radicals [33]. Lipid hydroper-
oxides are formed as a result of enzymatic or non-enzy-
matic reactions involving chemically activated products, 
such as reactive oxygen species (ROS), possessing a toxic 
effect on the body and causing various tissue damage. 
In addition, ROS include oxidized forms of lipids or per-
oxide radicals, singlet oxygen, and peroxynitrites, which 
are formed from nitrogen oxides (NO). These groups of 
atoms behave as a whole and are known as free radicals. 
These chemical forms contain one or more unpaired elec-
trons and are capable of independent existence. They 
are formed either by loss or by adding one electron to 
a non-radical and can easily be formed when a covalent 
bond is broken as a result of a homolytic cleavage [12].
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The level of lipid hydroperoxides in the hepatic tissue 
of male rats of different ages and physiological reac-
tivity in different photoperiods (winter, spring, summer, 
autumn) is presented in fig. 1. 

Fig. 1 and 2 show the biomarkers of lipid peroxidation 
at the initial stage (lipid hydroperoxides, LHPO) asso-
ciated with the initiation of this process, and the content 
of TBARS, i.e. the end product of lipid peroxidation, in the 
hepatic tissue of male rats of different ages and resis-
tance to hypoxia in the different photoperiods of the year. 
Significant differences depending on age, resistance to 
hypoxia, and photoperiods were observed in three groups 
of animals. Adult animals, as well as individuals with HR, 
were mainly less exposed to lipid peroxidation at the initial 
(fig. 1) and final stages of this process (fig. 2). However, 
the temporal photoperiodical activity of these processes 
is as follows. In the group of the adult rats with LR, 
the minimum level of LHPO was noted in spring, while 
the maximum value was recorded in autumn, respectively. 
A similar trend in LHPO was also observed in the group of 
adult rats with HR. In the group of adult rats with LR, the 
minimum level of TBARS was observed in winter, while 
the maximum level was noted in summer. The trend 
in these changes was similar in the group of the adult 
animals with HR, i.e. the minimum TBARS level was 
observed in winter, but there were no statistically sig-
nificant changes during the other photoperiods.

Lipid peroxidation (LPO) is the process of oxidative 
destruction (oxidative degradation) of lipids at the action 
of free radicals. It is known that under normal conditions 
of cell activity, a certain level of lipid peroxidation is 
constantly present, induced by the formation of ROS [40]. 
Lipid peroxidation in the cell is maintained at a constant 
level due to the multilevel antioxidant defense system. 
Thus, the balance between both parts of this system, i.e. 
peroxidation on the one hand and antioxidant activity on 
the other, is a necessity for maintaining normal cell activity. 
Given the need to maintain the prooxidant-antioxidant 
balance in a stationary regime, it can be assumed that 
its shift is one of the first nonspecific links in the develop-
ment of stress response and can serve as a biologically 
important change in the internal environment of the cell 
that triggers other defense mechanisms [15, 36, 40].

The level of TBARS as biomarkers of lipid peroxida-
tion in the hepatic tissue of male rats of different ages and 
physiological reactivity in different photoperiods (winter, 
spring, summer, autumn) is presented in fig. 2. 

In the groups of the old rats with LR, the minimum 
level of LHPO was noted in winter, while the maximum 
values were recorded in spring. The trends in these pro-
cesses in the groups of the old animals with HR were sim-
ilar, i.e. the minimum and maximum TBARS levels were 
observed in winter and summer, respectively. Aging in the 
rats with LR was accompanied by the intensification of 
lipid peroxidation and formation of highly toxic products, 
e.g. malonic dialdehyde, compared to both the adult ani-
mals and the individuals with HR. The minimum level of 
TBARS in the hepatic tissue of this group was observed 

in winter, and the maximum value was recorded in sum-
mer. Aging in the animals with HR was accompanied by 
a less pronounced level of TBARS as end products of 
lipid peroxidation, i.e. the lowest level was shown in 
summer, and the highest value was noted in autumn.

The next step in our research consisted of the deter-
mination of the total antioxidant capacity (TAC) in the 
liver (fig. 3) for effective antioxidative protection at the level 
of both enzymes and other cell components. Currently, 
to assess the functional state of the antioxidant defense 
system, along with the determination of the content 
of individual antioxidants in samples, an indicator is des-
ignated as total antioxidant capacity (TAC). TAC is an 
integral indicator that reflects its ability to counteract the 
development of free radical reactions in any model sys-
tem. The main components of such model systems are 
a radical generation system and a substrate (or target 
molecule) that undergoes free radical oxidation [4]. 

The level of TAC in the hepatic tissue of male rats 
of different ages and physiological reactivity in different 
photoperiods (winter, spring, summer, autumn) is pre-
sented in fig. 3. It was shown that the adult animals with 
LR had a minimum level of TAC in spring and a maximum 
value in autumn. The adult rats with HR maintained TAC 
with minimal fluctuations throughout the year. It should 
be noted that the difference in TAC was higher for the 
groups of the adult animals with HR in winter, spring, 
and summer, which may indicate effective mechanisms 
preventing the formation of reactive oxygen species 
and systems of elimination thereof.

Our earlier investigations demonstrated that the abil-
ity of HR animals to endure physical training better than 
LR rats depends on the initial physiological state of 
the organism. It is determined by the predominance of the 
cholinergic (in animals with high resistance to hypoxia) or 
adrenergic (in animals with a low resistance to hypoxia) 
regulatory mechanisms of physiological functions [22]. 
Some extreme influences are accompanied by the mod-
ulation of the NO-ergic mode of physiological regulation. 
Thus, treatment with L-arginine, i.e. the precursor of 
NO production, before swimming to exhaustion, as shown 
in our data, can be an important factor for correction of 
stress-induced reactions and increasing the animal’s 
resistance [22]. It is important that NO is regarded as 
a regulating signaling factor in hypoxia states [19–25]. 
Recent data have shown that resistance to hypoxia is 
also associated with antioxidant defenses [24, 46]. In the 
heart of highly-resistant Sprague Dowley rats, the level 
of such enzymes as superoxide dismutase and catalase 
that protect cells from oxidative stress is elevated [18].

The effect of single hypoxic preconditioning exposure 
(hypobaric hypoxia, 5000 m, 60 min) on free radical pro-
cesses, glutathione system, and antioxidant defense en-
zymes in tissues of rats with different resistance to acute 
hypoxia was demonstrated [27]. The intensity of free radi-
cal processes was shown to increase or decrease on 
day 1 after hypoxic preconditioning. These changes were 
tissue-specific and opposite in animals with genetically 
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Fig. 1. Level of lipid hydroperoxides (LHPO) in the hepatic tissue of male rats of different ages  
and physiological reactivity (low and high resistance to hypoxia) in different photoperiods (winter, spring, summer and autumn)

The results are expressed as mean±S.D. The differences between groups were analyzed using one-way ANOVA and Bonferroni post-hoc test.
The differences were considered statistically significant at P<0.05. Significant differences between groups are designated as follows:  
* — Low resistant group vs. High resistant group in one photoperiod; # — Adult group vs. Old group in one photoperiod. 
In the Adult groups: a' — Winter group vs. Spring group; b' — Winter group vs. Summer group; c' — Winter group vs. Autumn group;  
d' — Spring group vs. Summer group; e' — Spring group vs. Autumn group; f' — Summer group vs. Autumn group. 
Into the Old groups: a" — Winter group vs. Spring group; b" — Winter group vs. Summer group; c" — Winter group vs. Autumn group;  
d" — Spring group vs. Summer group; e" — Spring group vs. Autumn group; f" — Summer group vs. Autumn group.
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determined differences in the resistance to hypoxia. Hypoxic 
preconditioning contributes to the immediate resistance. 
The effect was more pronounced in low resistant animals, 
who did not exhibit signs of oxidative stress in tissues 
during the early post-hypoxic period. By contrast, hypoxic 
preconditioning was followed by activation of free radical 
processes in tissues of highly resistant animals. These rats 
were characterized by low ability for the development of 
immediate resistance. Activation of free radical processes 
in the early period of adaptation (first hours after hypoxic 
preconditioning) does not play a role in the induction of 
immediate adaptive mechanisms for hypoxia [27].

Sympathetic regulation is predominant in LR rats while 
parasympathetic tone predominates in HR animals [24]. 
It is believed that LR animals have a weak type of nervous 
system, less developed internal inhibition, increased excit-
ability, and emotional reactivity. They respond to hypoxia 
with excitement and high locomotor activity. LR animals 
are more prone to the development of diseases such as 
diabetes, obesity, thyrotoxicosis, atherosclerosis, etc. [28, 
39]. On the contrary, in HR animals, excitability and anxi-
ety are reduced, and moderate aggressiveness, more pro-
nounced internal inhibition, low sensitivity to any provoking 
factors, and a tendency to social domination are manifest-
ed, and they are more resistant to anesthesia. They react 
to acute hypoxia, cerebral ischemia, and carbon monoxide 
poisoning with an inhibitory reaction [28, 39]. 

The liver is one of the most complex organs in the 
body and is involved in a variety of functions. Liver re-
generation is the body’s protection mechanism against 
loss of functional liver tissue. Biondo-Simões Mde and 
co-workers (2006) have evaluated the effect of aging 
on liver regeneration in rats and revealed that age is 
related to delay in liver regeneration in rats [5]. 

Aging in male Wistar rats is associated with changes 
in intestinal microbiota, gut structure, and cholecysto-
kinin-mediated gut-brain axis function. Several mech-
anisms have been proposed by Rubio and co-workers 
such as the presence of low-grade chronic inflammation 
in different tissues, as well as leptin and insulin resis-
tance, but the primary alteration is not fully elucidated. 
The gut microbiota has recently emerged as a key play-
er in a variety of metabolic and neurological disorders. 
The gut-brain axis refers to alterations in the gut that 
mediate effects in the central nervous system, including 
those related to the control of energy balance [42].

Mármol and co-workers [31] have studied the re-
sponse of several parameters related to oxidative stress 
in the liver of aging rats. Male Wistar rats aged 1.5, 3, 
18, and 24 months were used. Livers showed an in-
crease in superoxide anion concentration at 1.5 and 
18 months of age compared to the 3-month-old group; 
a decrease in superoxide dismutase (SOD) was seen at 
1.5 months and catalase concentrations remained un-
altered throughout the aging process. Nitric oxide (NO) 
progressively declined with age; a significant decrease 
was particularly apparent at 18 and 24 months of age. 
TBARS level was decreased significantly at 1.5 months, 

whereas  it  increased at 18 and 24 months of age. 
Concentrations of prostaglandin E2, adenine nucleotides, 
and their metabolites, remained unchanged throughout 
the aging process. Although the mitochondrial damage 
caused by oxidative stress can result in reduced ATP 
production and compromised cell  function,  results 
obtained by Mármol and co-workers [31] on adenosine 
nucleotides and their metabolites support the notion that 
the integrity of mitochondria and enzymatic activity re-
main mostly unchanged with aging. These researchers 
have observed a significant decrease in the levels of NO 
in the older groups of rats and hence in its antioxidant 
activity. This could explain the observed increase in lipid 
peroxides which suggests an important role for NO in 
oxidative stress in the liver of older rats [31]. 

Also, Mármol and co-workers have evaluated the 
presence of oxidative stress and alterations in the levels 
of two cytoprotective agents, prostaglandin E2 and nitric 
oxide, in the gastrointestinal tract of aging rats. The ab-
sence of macroscopic gastric injury throughout the gastro-
intestinal tract indicates that the oxidative stress in the 
stomach and the significant decrease of nitric oxide in 
the duodenum in the old rats are not sufficient to disrupt 
the mucosal defense network. The results support the 
notion that the disruption of the mucosal network is es-
sentially regulated by the cytoprotective agent’s prosta-
glandin E2 and nitric oxide, and that injury appears only 
when both substances are concurrently reduced [30].

Heat-induced liver injury in old rats is associated with 
exaggerated oxidative stress and altered transcription 
factor activation. Older organisms showed extensive 
hepatic damage, along with increased morbidity and 
mortality, after environmental heating [53]. 

Conclusions

Lower levels of oxidative stress biomarkers (P<0.05) 
were observed in the younger rats when compared to 
older rats, as well as in HR rats compared to LR rats. 
The levels of lipid peroxidation end product, TBARS as 
the major indicator of oxidative stress, were found to in-
crease with age, and summer resulted in further eleva-
tion compared to other seasons. Also, oxidative stress 
biomarkers were lower (P<0.05) in winter than in other 
seasons, especially in the HR rats. TAC level in the he-
patic tissue of the 6 months aged rats was significantly 
higher (P<0.05) elevated when compared to older rats. 
A similar higher TAC level was in the hepatic tissue of HR 
rats compared to the LR rats. It was shown that the adult 
animals with LR had a minimum level of TAC in spring 
and a maximum value in autumn. The adult rats with HR 
maintained TAC with minimal fluctuations throughout 
the year. It should be noted that the difference in TAC 
was higher for the groups of the adult animals with HR in 
winter, spring, and summer, which may indicate effective 
mechanisms preventing the formation of reactive oxygen 
species and systems of elimination thereof.
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Фотоперіод-індуковані зміни біомаркерів оксидативного стресу у щурів  
різного віку та індивідуальної фізіологічної реактивності*
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natalia.kurhaluk@apsl.edu.pl; halyna.tkachenko@apsl.edu.pl

1Інститут біології та наук про Землю, Поморська академія в Слупську,  
вул. К. Арцішевського 22б, м. Слупськ, 76-200, Республіка Польща
2Інститут сільського господарства Карпатського регіону НААН,  
вул. Грушевського, 5, с. Оброшине, Львівська обл., 81115, Україна

Дослідження виконано для вивчення індукованих фотоперіодом змін біомаркерів окиснювального стресу у щурів різного віку та 
різної фізіологічної реактивності, що оцінюється за різною стійкістю до гіпоксії. Дослід проведено на 96 щурах-самцях лінії Вістар, 
розділених на 16 груп залежно від стійкості до гіпоксії (НР — низькорезистентні, ВР — високорезистентні) та віку (6 і 21 місяць). 
Дослідження проводили в чотири фотоперіоди: зима (січень), весна (березень), літо (липень) та осінь (жовтень). Нижчі рівні біо-
маркерів окиснювального стресу (P<0,05) спостерігали у молодших щурів порівняно зі старшими, а також у високорезистентних 
порівняно з низькорезистентними. Було виявлено, що рівні кінцевого продукту перекисного окиснення ліпідів — ТБК-продуктів як 
основних індикаторів окиснювального стресу — збільшуються з віком, а влітку це призводить до подальшого підвищення порівняно 
з іншими сезонами. Крім того, біомаркери окиснювального стресу були нижчими (P<0,05) взимку, ніж в інші сезони, особливо 
у високорезистентних щурів. Рівень загальної антиокиснювальної активності (ОАА) у тканині печінки 6-місячних щурів був 
вірогідно вищим (P<0,05) порівняно зі значеннями у щурів старшого віку. Подібно, вищий рівень ОАА було виявлено у тканині 
печінки високорезистентних щурів порівняно з низькорезистентними. У дорослих високорезистентних щурів зберігався високий 
рівень ОАА із мінімальними змінами впродовж року. Варто зазначити, що різниця в ОАА була вищою для груп дорослих тварин 
з високою резистентністю до гіпоксії взимку, навесні та влітку, що може вказувати на ефективні механізми, що перешкоджають 
утворенню активних форм кисню та системи їх елімінації.

Ключові слова: щурі, стійкість до гіпоксії, печінка, сезони року, гідроперекиси ліпідів, ТБК-продукти, загальна антиоксидантна 
активність (ОАА)
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Генетична структура української популяції водяних буйволів  
за ISSR-PCR маркерами
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вул. Погребняка, 1, с. Чубинське, Бориспільський р-н, Київська обл., 08321, Україна

Вивчення внутрішньовидової генетичної різноманітності великої рогатої худоби, 
зокрема і видів роду Bubalus із підродини Бикові, має важливе значення через скорочення 
біорізноманітності сільськогосподарських тварин. Основою генетичної різноманітності є її 
генетична складова. Втрата місцевих видів та порід великої рогатої худоби — реальна за-
гроза для біосфери, бо стійкість відтворення природних екосистем і агроекосистем безпо-
середньо пов’язана з їхньою генетичною здатністю пристосовуватися до умов зовнішнього 
середовища. Проаналізовано поліморфізм ISSR-маркерів української популяції водяних 
буйволів (Bubalus bubalis) з господарства ТОВ «ТАСБІО» (Чернігівська обл.). Для дослідження 
було відібрано 66 тварин. Зразки геномної ДНК виділено з венозної крові за допомогою 
стандартного набору реагентів «ДНК-сорб-В». Генотипування проводили з використан-
ням специфічних ISSR-праймерів: (ACC)6G, (GAG)6C, (AG)9C, (CTC)6C, (AG)8CA, (AG)8CG 
і (GA)6CC. Кожен амплікон розглядали як один локус ДНК. Різницю спектрів визначали 
як за кількістю ампліконів, їх довжинами (кількість нуклеотидів), так і за їх поліморфізмом. 
У результаті дослідження всі праймери показали поліморфізм ділянок ДНК буйволів. Амп-
лікони визначали в діапазоні від 200 до 4000 п.н. Аналіз ISSR-спектрів виявив 87 локусів, 
з яких 71 поліморфний. (AG)8CA-маркер виявився найменш поліморфним (PIC=0,234), 
а (CTC)6C — найбільш поліморфним (PIC=0,389). Консервативні локуси знайдено у чоти-
рьох ISSR-маркерів: шість — у (AG)8CA-маркера, п’ять — у (AG)8CG, чотири — у (GA)6CC 
та один — у (AG)9C. Для української популяції водяних буйволів виявлено 67 видоспеци-
фічних локусів: 10 — для (AG)9C, три — для (ACC)6G, чотири — для (GAG)6C, сім — для 
(CTC)6C, 15 — для (AG)8CA і по 14 — у (AG)8CG і (GA)6CC. Використані ISSR-праймери 
рекомендовані для молекулярно-генетичного аналізу поліморфізму ДНК буйволів.

Ключові слова: буйволи, генетична структура, ДНК, поліморфізм, маркери, ISSR, 
локуси, молекулярно-генетичний аналіз

Моніторинг генетичного поліморфізму популяцій 
є надважливим для збереження та відтворення 
сільсько господарських тварин, оскільки за інфор-
мацією ФАО в середньому за місяць людство втра-
чає одну породу. Під загрозою зникнення опинились 
місцеві породи сільськогосподарських видів тварин, 
які мають у своєму геномі рідкісні алелі, асоційовані 
з пристосуванням до умов навколишнього середо-
вища [4]. Скорочення біорізноманітності сільсько-
господарських тварин відбувається через неконтро-
льовану заміну місцевих порід невеликою кількістю 
транснаціональних [12]. Основною причиною збере-
ження місцевих порід є унікальність їх генетичної 
структури [5]. Тому необхідною умовою для запобі-

гання втрати генетичної різноманітності є проведення 
генетичного моніторингу сільськогосподарських видів 
на молекулярному рівні.

Вивчення генетичної структури відбувається 
переважно за мікросателітними локусами та QTL-
маркерами [5]. Проте одним зі зручних методів ви-
рішення цієї проблеми є ампліфікація міжмікросате-
літних фрагментів ДНК, розташованих між двома 
інвертованими SSR-локусами геному (ISSR-PCR). 
Цей метод почав розвиватися у 1994 р. і отримав 
широке розповсюдження в наш час [13]. Як праймери 
для ISSR-аналізу поліморфізму ДНК використовують 
короткі ди- і тринуклеотидні мікросателітні повтори. 
Такі праймери дозволяють ампліфікувати фрагменти 
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ДНК, розміщені між двома близько розташованими 
інвертованими мікросателітами (переважно це унікаль-
на ДНК). У результаті ампліфікується велика кількість 
фрагментів, які виявляються на електрофореграмі 
дискретними смужками (ISSR-фінгерпринтинг). 
Отримані патерни ПЛР-продуктів видоспецифічні 
і належать до маркерів домінантного типу успадку-
вання, поліморфізм яких визначається за наявністю 
чи відсутністю смужки. Для створення ISSR-маркерів 
не потрібне знання нуклеотидної послідовності до-
сліджуваної ДНК. У геномах тварин є велика кількість 
мікросателітних повторів, що робить цей метод зруч-
ним для генетичного аналізу [2, 8]. Також метод ISSR-
аналізу гарно відтворюється і може бути використаний 
для визначення міжвидової та внутрішньовидової 
генетичної мінливості, ідентифікації груп рослин 
і тварин різного таксономічного рангу, а інколи й для 
індивідуального генотипування [1, 3, 9, 10].

За кордоном із використанням молекулярних 
методів аналізу досліджують переважно європейські 
види тварин. Більша частина місцевих аборигенних 
порід і видів на молекулярно-генетичному рівні прак-
тично не досліджена. Серед них — і українська попу-
ляція водяних буйволів.

В Україні буйволівництво — давня традиційна 
галузь тваринництва кримських татар та русинів 
Закарпаття. Переважно «українські» буйволи нале-
жать до буйвола річкового (river buffalo), розводять 
їх молочного та м’ясного напряму продуктивності. 
Буйволи — древні тварини, які належать до роду 
биків (Bos), виокремлені у самостійний рід буйволів 
(Bubalus) та розділені на три окремих роди: аноа, 
азіатські та африканські буйволи. Одомашнені форми 
буйволів належать до азіатських. Останнім часом 
за кордоном стали присвячувати більше уваги цим 
тваринам. Це особливо помітно у таких країнах, як 
Індія, Єгипет та Італія. В Україні ж існує екологічна 
ініціатива «Збереження агробіорізноманіття Карпат-
ських гір», спрямована на відновлення популяції кар-
патських буйволів [6, 7].

Метою цього дослідження є аналіз поліморфізму 
ISSR-маркерів і генетичного різноманіття української 
популяції водяних буйволів.

Матеріали і методи

Було досліджено зразки венозної крові (n=66) від 
водяних буйволів (Bubalus bubalis) з господарства 
ТОВ «ТАСБІО», Чернігівська обл. (рис. 1). Товариство 
спеціалізується на розведенні буйволів і виготовленні 
продуктів харчування з молока буйволиць.

Молекулярно-генетичні дослідження проводили 
на базі лабораторії генетики Інституту розведення 
і генетики тварин імені М. В. Зубця НААН. Геном-
ну ДНК з цільної крові виділяли із використанням 
стандартного комерційного набору «ДНК-сорб-В» 
(виробництво АмпліСенс, ЦНІІ епідеміології МЗ РФ, 

РФ). Концентрацію отриманої ДНК в отриманому 
препараті визначали в агарозному гелі, порівнюючи 
яскравість смужок аналізованих фрагментів і стан-
дартного препарату ДНК (фрагменти фага λ).

Суміш для проведення ПЛР містила: 2 мкл за-
гального буфера для ДНК-полімерази, 1 мкл суміші 
трифосфатів (Амплісенс, РФ), 0,8 мкл відповідно-
го праймера, 0,2 мкл ДНК-полімерази (Fermentas, 
Литва). Геномну ДНК додавали у кількості 1,5, об’єм 
ДНК-суміші становив 10 мкл. Ампліфікацію сумарної 
ДНК з праймерами проводили на програмовано-
му чотириканальному термоциклі «Терцик» (ДНК-
технологія, РФ).

Дослідження поліморфізму фрагментів ДНК, 
фланкованих інвертованими повторами мікросателіт-
них локусів (ISSR-PCR маркери), виконували стан-
дартним методом [13]. Як праймери використовува-
ли мікросателітні послідовності: (ACC)6G, (GAG)6C, 
(AG)9C, (CTC)6C, (AG)8CA, (AG)8CG і (GA)6CC, які 
вважають найбільш інформативними (табл. 1).

Рис. 1. Фото водяних буйволів (Bubalus bubalis) ТОВ «ТАСБІО» 
(Чернігівська обл.)
Fig. 1. Photo of water buffaloes (Bubalus bubalis) TASBIO” LLC 
(Chernihiv region)

Таблиця 1. Послідовності праймерів, використаних у дослідженні
Table 1. The primers sequences used in the study

Послідовність праймера
Primer sequence

Мотив
Motive

t випалу
t of firing

5'-ACCACCACCACCACCACCG-3' (ACC)6G 64°С

5'-GAGGAGGAGGAGGAGGAGC-3' (GAG)6C 64°С

5'-AGAGAGAGAGAGAGAGAGC-3' (AG)9C 57°С

5'-AGAGAGAGAGAGAGAGCG-3' (AG)8CG 56°С

5'-GAGAGAGAGAGACC-3' (GA)6CC 54°С

5'-CTCCTCCTCCTCCTCCTCC-3' (CTC)6C 64°С

5'-AGAGAGAGAGAGAGAGCA-3' (AG)8CA 54°С



The Animal Biology, 2022, vol. 24, no. 1 21

Mokhnachova N. B. Genetic structure of the Ukrainian water buffalo population by ISSR-PCR markers

Фракціонування продуктів ампліфікації проводили 
в 2% агарозному гелі в 1×ТВЕ-буфері за напруги 
90 В (тривалість форезу 2 год.). Для оцінки довжини 
продуктів ПЛР використовували ДНК-маркер моле-
кулярних мас 1 Kb Ready-to-Use (Fermentas, Литва). 
Інтерпретацію продуктів ампліфікації здійснювали, 
фотографуючи гелі цифровою камерою під корот-
кохвильовим ультрафіолетовим випромінюванням 
на трансілюмінаторі після фарбування гелю бромис-
тим етидієм.

Кожен  амплікон  розглядали  як  один  локус 
ДНК. Параметри генетичного різноманіття визна-
чали за допомогою комп’ютерної програми Micro-
soft Excel.

Результати й обговорення

Виконано аналіз генетичної структури водяних 
буйволів (Bubalus bubalis) за використанням семи 
ISSR-систем на основі таких мікросателітів: (ACC)6G, 
(GAG)6C, (AG)9C, (CTC)6C, (AG)8CA, (AG)8CG та 
(GA)6CC (рис. 2). 

У дослідженій популяції буйволів спектри про-
дуктів ампліфікації за використання ISSR-праймерів 
(ACC)6G, (GAG)6C, (AG)9C, (CTC)6C, (AG)8CA, (AG)8CG 
та (GA)6CC суттєво відрізнялися один від одного. 
Різницю спектрів визначали як за кількістю амплі-
конів, їх довжинами (кількість нуклеотидів), так і за 
поліморфізмом. 

За допомогою мікросателітних праймерів (ACC)6G, 
(GAG)6C та (CTC)6C було виявлено відповідно сім, 
п’ять та 10 локусів, які виявились поліморфними. 
Решта праймерів дали такі результати: за (AG)9C 

та (AG)8CA — 15 та 20 локусів (по 14 поліморфних), 
за (AG)8CG — 16 локусів (11 поліморфних) і (GA)6CC 
дав 14 локусів, з яких поліморфними виявились 
10 фрагментів. Амплікони виявлені в діапазоні від 
200 до 4000 п.н. (табл. 2).

Частота фрагментів суттєво залежала від ISSR-
праймера, який брав участь у полімеразній ланцю-
говій реакції. Так, у продуктах ампліфікації, отрима-
них за допомогою (AG)8CA праймера, фрагмент 
530–550 п.н. виявляли у всіх досліджених тварин. 
З високою частотою (0,8) цей амплікон виявлено за 
ампліфікації з (ACC)6G та (GA)6CC. За використан-
ня (GAG)6С, (AG)9C, (CTC)6C, (AG)8CG та (GA)6CC 
цей фрагмент не трапляється. До ампліконів з най-
більшою частотою належить також 380–400 п.н.  
Цей фрагмент є у всіх тварин за використання 
(AG)8CG та (GA)6CC. Значно рідше (0,1) він трапля-
ється у (CTC)6C (0,6), (ACC)6G (0,5), (AG)8CA. Поши-
реними також є фрагменти 520–500 та 870–820 п.н. 
У спектрах ампліфікації з (AG)8CA ці амплікони є у всіх 
тварин. Також 100% тварин мали амплікон 520–500 п.н. 
за (AG)9C і (AG)8CG. 

Для визначення генетичної різноманітності попу-
ляції водяних буйволів було використано методи 
оцінки на популяційному рівні. У табл. 3 наведено 
показники генетичної мінливості дослідженої популяції 
водяних буйволів (Bubalus bubalis) ТОВ «ТАСБІО» 
(n=66) за (ACC)6G, (GAG)6C, (AG)9C, (CTC)6C, (AG)8CA, 
(AG)8CG та (GA)6CC.

Загалом за сімома праймерами у спектрах амплі-
фікації було отримано 87 локусів, з яких 71 виявився 
поліморфним. Загальна частка поліморфних локусів 
становила 81,6%, середнє значення індексу РІС 
за сімома праймерами — 0,321.

Рис. 2. Електрофоретичні 
спектри ISSR-ампліфікації 
з ДНК буйволів  
за використання ISSR-праймерів: 
(ACC)6G, (GAG)6C, (AG)9C, 
(CTC)6C, (AG)8CA, (AG)8CG 
та (GA)6CC
Fig. 2. Electrophoretic spectra 
of ISSR amplification from buffalo 
DNA using ISSR primers: 
(ACC)6G, (GAG)6C, (AG)9C, 
(CTC)6C, (AG)8CA, (AG)8CG 
and (GA)6CC

(ACC)6G (GAG)6C (AG)9C (AG)8CA

(AG)8CG (GA)6CC (CTC)6C
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Таблиця 2. Частоти фрагментів для ISSR-праймерів: (ACC)6G, (GAG)6C, (AG)9C, (CTC)6C, (AG)8CA, (AG)8CG та (GA)6CC  
для популяції водяних буйволів
Table 2. Slice frequencies for ISSR-primers (ACC)6G, (GAG)6C, (AG)9C, (CTC)6C, (AG)8CA, (AG)8CG and (GA)6CC  
for the water buffalo population

Розміри фрагментів 
Fragments dimensions (ACC)6G (GAG)6C (AG)9C (CTC)6C (AG)8CA (AG)8CG (GA)6CC

3100–4000 0,20

3000–2600 0,10

2500–2300 0,10

2100–2000 0,30 0,70

1900–1800 0,10

1750–1700 0.70

1650–1600 0,50

1550–1500 0,60 0,90 0,80

1450–1400 0,90 0,80 0,40

1350–1300 0,30 0,90

1290–1240 0,60 0,80 0,80

1230–1180 0,80 0,80

1170–1120 0,60

1110–1060 1,00 1,00

1050–1000 0,10 0,70 0,60 0,80 0,90

990–940 0,20 0,70 0,20

930–880 0,80 0,50

870–820 0,40 0,10 1,00 0,50

810–760 0,40 0,40 0,80 0,90

750–720 0,50 0,20 0,50 0,90

710–680 1,00 0,80

670–640 0,90 0,20 1,00

630–600 0,70 0,90

590–560 1,00

550–530 0,80 1,00 0,80

520–500 1,00 1,00 1,00 0,70

490–470 0,30 1,00 0,90 1,00

460–440 0,50

430–410 0,60 0,10 1,00

400–380 0,50 0,60 0,10 1,00 1,00

370–360 0,80

350–340 0,30

330–320 0,70 0,20 1,00

310–300 0,30 0,50 0,70

290–280 0,50 0,40

270–260

250–240 0,10

230–220 0,60

210–200 0,50 0,80

180–160
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Найменш поліморфним був (AG)8CA-маркер — 
індекс поліморфності за ним становив 0,234. Саме за 
цим праймером було виявлено найбільшу кількість 
(K=6) консервативних локусів, які перебували в ме-
жах 470–490, 500–520, 530–550, 680–710, 820–870, 
1060–1110 п.н. Загалом консервативні локуси зна-
йдено ще в трьох ISSR-маркерів: п’ять — у (AG)8CG, 
чотири — у (GA)6CC та один — у (AG)9C.

Разом із загальними локусами, в нашому дослі-
дженні виявлені і видоспецифічні фрагменти. Для ви-
значення видоспецифічного патерну в одомашнених 
видів було запропоновано використовувати лише 
фрагменти, які трапляються з частотою >0,4 [11]. 
Тому для української популяції водяних буйволів 
виявлено 10 видоспецифічних локусів для (AG)9C, 
три — для (ACC)6G, чотири — для (GAG)6C, сім — 
для (CTC)6C, 15 для (AG)8CA, та по 14 у (AG)8CG 
і (GA)6CC (рис. 3).

Таблиця 3. Популяційно-генетична характеристика буйволів української популяції з використанням ISSR-праймерів:  
(ACC)6G, (GAG)6C, (AG)9C, (CTC)6C, (AG)8CA, (AG)8CG та (GA)6CC
Table 3. Population-genetic characteristics of water buffaloes of the Ukrainian population using ISSR-primers:  
(ACC)6G, (GAG)6C, (AG)9C, (CTC)6C, (AG)8CA, (AG)8CG and (GA)6CC

ISSR-система
ISSR system n

Локусів / Loci
Не Nа І PIC Kвиявлених

detected
% поліморфних
% polymorphic

(ACC)6G 66 7 100 0,817 0,371 0,309 0,299 —

(GAG)6C 66 5 100 0,720 0,48 0,290 0,367 —

(AG)9C 66 15 93,33 0,692 0,507 0,290 0,347 1

(CTC)6C 66 10 100 0,648 0,536 0,256 0,389 —

(AG)8CA 66 20 70 0,425 0,675 0,153 0,234 6

(AG)8CG 66 16 68,75 0,337 0,775 0,149 0,290 5

(GA)6CC 66 14 71,43 0,321 0,800 0,152 0,318 4

Примітка. He — очікувана гетерозиготність, Na — середня кількість алелів на локус, I — індекс гетерогенності Шеннона,  
PIC — індекс поліморфізму локусу, K — кількість консервативних локусів
Note. He — expected heterozygosity, Na — average number of alleles per locus, I — Shannon heterogeneity index,  
PIC — locus polymorphism index, K — number of conservative loci

Висновки

1. Використання ISSR-систем досить вагомо 
збільшує можливості генетичного аналізу популяцій 
та дозволяє встановити внутрішньопопуляційну 
мінливість окремих ділянок геному.

2. ISSR-системи (ACC)6G, (GAG)6C, (AG)9C, (CTC)6C, 
(AG)8CA, (AG)8CG та (GA)6CC виявили достатній 
рівень поліморфізму для вивчення внутрішньо-
видової мінливості української популяції водяних 
буйволів.

3. Загалом за сімома праймерами в спектрах 
ампліфікації було отримано 87 локусів, з яких 71 ви-
явився поліморфним. Загальна частка поліморфних 
локусів становила 81,6%, середнє значення індексу 
РІС за сімома праймерами — 0,321.

4. Найменш поліморфним виявився (AG)8CA-
маркер (РІС=0,234), в (ACC)6G були найвищі показ-
ники рівня гетерозиготності (0,817) та генетичної 
біорізноманітності (І=0,309).

5. Для української популяції водяних буйволів ви-
явлено 10 породоспецифічних локусів для (AG)9C, 
три — для (ACC)6G, чотири — для (GAG)6C, сім — 
для (CTC)6C, 15 — для (AG)8CA і по 14 — у (AG)8CG 
і (GA)6CC.

Перспективи подальших досліджень

Заплановано дослідити аналіз каріотипу укра-
їнської популяції водяних буйволів з господарства 
ТОВ «ТАСБІО» (Чернігівська обл.) та досліджен-
ня генів, асоційованих з господарсько-корисними 
ознаками.

Рис. 3. Розподіл ISSR-фрагментів за вивченими праймерами 
української популяції водяних буйволів
Fig. 3. Distribution of ISSR fragments according to the studied primers 
of the Ukrainian water buffalo population
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The study of intraspecific genetic diversity of cattle, including species of the genus Bubalus from the subfamily Bull, is important 
because of the reduction of biodiversity of farm animals. The basis of genetic diversity is its genetic component. The loss of native 
species and breeds of cattle is a real threat to the biosphere, as the resilience of natural ecosystems and agroecosystems is directly 
linked to their genetic ability to adapt to environmental conditions. Polymorphism of ISSR-markers of the Ukrainian population of 
water buffaloes (Bubalus bubalis) from the farm of “TASBIO” LLC (Chernihiv region) was analyzed in 66 animals selected for the study. 
Genomic DNA samples were isolated from venous blood with a standard set of reagents. Genotyping was performed using specific 
ISSR primers: (ACC)6G, (GAG)6C, (AG)9C, (CTC)6C, (AG)8CA, (AG)8CGand (GA)6CC. We determined the difference in spectra both 
by the number of amplicons, their lengths (number of nucleotides) and by their polymorphism. As a result of the study, all primers 
showed polymorphism of buffalo DNA regions. Amplicons were defined in the range from 200 bp up to 4000 bp. Analysis of ISSR 
spectra revealed 87 loci, of which 71 were polymorphic. (AG)8CA-marker was the least polymorphic (PIC=0.234), (CTC)6C the most 
polymorphic (PIC=0.389). Conservative loci were found in four ISSR markers: 6 in (AG)8CA marker, 5 in (AG)8CG, 4 in (GA)6CC, and 
1 in (AG)9C. 67 species-specific loci were identified for the Ukrainian water buffalo population: 10 for (AG)9C, 3 loci for (ACC)6G, 4 for 
(GAG)6C, 7 for (CTC)6C, 15 for (AG)8CA, and 14 in (AG)8CG and (GA)6CC. The ISSR primers used are recommended for molecular 
genetic analysis of buffalo DNA polymorphism. 
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Розчинність протеїну кормів  
як індикатор перетравності і доступності  
поживних речовин в раціонах бугайців 

В. С. Козир, В. І. Петренко, Г. Г. Дімчя, А. Н. Майстренко 
izkzoo3337@gmail.com

Державна установа «Інститут зернових культур НААН»,  
вул. Володимира Вернадського,14, м. Дніпро, 49027, Україна

Дослідження виконано на бугайцях червоної степової породи з дуоденальними 
та ілеоцекальними анастомозами за згодовування ізоенергетичних, ізопротеїнових сіно-
концентратних раціонів з різним рівнем розчинного протеїну (РчСП) і розщеплюваного 
протеїну (РщСП). Вивчали перетворення сухої речовини (СР), органічної речовини (ОР), 
сирого протеїну (СП), сирої золи (СЗ), сирого жиру (СЖ), сирої клітковини (СКл) та без-
азотових екстрактивних речовин (БЕР) окремо у складному шлунку, тонкому (ТнК) та 
товстому (ТсК) відділах кишечнику. Засвоєння протеїну тваринами оцінювали за кіль-
кістю його, перетравленого в ТнК, а непродуктивні витрати — за часткою азоту сечі. 
Раціони складалися з сіна стоколосу, горохової дерті, мінеральних добавок. Різної кіль-
кості РчСП в раціонах досягали згодовуванням натуральної горохової дерті (контроль) 
та дерті з прожареного гороху за температури +105°С (дослід). За згодовування раціону 
зі зниженим рівнем РчСП та РщСП видима інтенсивність травлення знижувалась, що 
проявлялось в дещо меншій кількості спожитого корму, в меншій кількості дуоденального 
та ілеоцекального хімусів. У складному шлунку перетравність СП на дослідному раціоні 
зі зниженим рівнем РчСП була на 10% нижчою. На контрольному раціоні з високим 
рівнем РчСП більше розщеплювалось СП і до ТнК надходило більше амонійного азоту. 
Доступність СП для перетравлювання в ТнК на дослідному раціоні була на 5,8% вищою, 
проти контролю, за більшої на 8–10% перетравності СР, ОР та СП, але нижчої пере-
травності Сз та Сж. У ТсК перетравність поживних речовин на вивчених раціонах мала 
різноспрямований характер. На контрольному раціоні з підвищеним рівнем РчСП відбу-
валось знецінення значної частини протеїну кормів внаслідок на 40% більшого виведення 
з сечею азоту у вигляді сечовини.

Ключові слова: органічна речовина, протеїн, розчинність, жир, клітковина, БЕР, 
перетравність, складний шлунок, тонкий кишечник, товстий кишечник

В останні десятиріччя інтенсивно вивчають по-
треби і доступність поживних речовин для великої 
рогатої худоби, особливо сирого протеїну [1, 6, 13, 
15, 18–21]. Встановлено, що якість протеїну кормів, 
а саме його розчинність у водному середовищі, має 
важливе значення для ефективного використання 
поживних речовин кормів жуйними тваринами [14, 
19, 21]. Показник розчинності протеїну кормів тісно 
корелює з розщепленням протеїну в передшлунках 
і нижче розташованих відділах травного тракту вели-
кої рогатої худоби та інших жуйних. Вважається, що 
майже весь розчинний протеїн кормів розщеплюєть-

ся у передшлунках тварин і за наявності достатньої 
кількості енергії входить у мікробний білок, який є 
важливим джерелом повноцінного білка для тварин. 
Спостерігали, що за збільшення кількості СП в раціоні 
і його розчинності, а також кількості СП та РчСП на 
одиницю енергії або дефіциті енергії, ефективність 
використання кормового СП знижується внаслідок 
його розщеплення у передшлунках. При цьому значна 
його частина не трансформується у мікробний білок, 
проходячи стадії утворення аміаку, глютамінової кис-
лоти та сечовини, виводиться з організму з сечею 
[4, 9, 11, 14, 22]. Тобто відбуваються непродуктивні 
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витрати кормового протеїну. Отже, розчинність про-
теїну є важливою характеристикою білкових кормів 
і її необхідно враховувати у складанні раціонів, особ-
ливо для високопродуктивних тварин.

Проте у більшості довідників чи систем годівлі, 
зокрема й виданих в останні роки в Україні, введено 
показник розщеплюваного і нерозщеплюваного про-
теїну [2, 7, 8, 13, 16, 20], але практично відсутні дані 
щодо вмісту розчинного і розщеплюваного протеїну 
в кормах, навіть в останній базі даних хімічного складу 
кормів за 2009 р. [3].

На нашу думку, важливішим є показник розчиннос-
ті протеїну, а не розщеплення. По-перше, розчинність 
протеїну корму є природною властивістю і менше 
залежить від різних умов годівлі, хоча й може зміню-
ватись за дії деяких фізичних (температура, тиск) та 
хімічних факторів, а також способів підготовки кормів 
для згодовування. По-друге, відпрацьована і стандар-
тизована лабораторна методика визначення розчин-
ності протеїну в мінеральному буфері (ГОСТ 28074-89) 
проста і доступна.

Ступінь розщеплення або руйнування протеїну 
в передшлунках, навпаки, не є природною фізичною 
величиною. Це пролонгований процес, який зале-
жить від умов годівлі: концентрації енергії та проте-
їну в сухій речовині раціону, співвідношення протеї-
ну і енергії, способів заготівлі та підготовки кормів, 
співвідношення об’ємистих і концентрованих кормів. 
Сама методика визначення, хоч також стандартизо-
вана, але складна, потребує спеціально оперованих 
тварин, малодоступна, не враховує швидкості про-
сування корму травним трактом. Отже, показник роз-
щеплюваного та нерозщеплюваного протеїну в кормах 
є величиною орієнтовною і його легко розрахувати 
за кількістю розчинного протеїну та перетравної 
органічної речовини [6, 10, 15, 20]. Очевидно, раціо-
нальніше накопичувати дані з розчинності протеїну 
різних кормів і особливо відношення цього показника 
на одиницю спожитої енергії. 

Встановлено, що методика визначення балансу 
азоту за різницею «корм мінус кал» у жуйних тварин 
не відображає дійсних величин засвоєння протеїну 
в організмі [1, 7, 15, 18, 21]. Найефективніше жуйні 
тварини використовують ті протеїни кормів, які по-
вільніше гідролізуються в рубці і здебільшого пере-
травлюються у кишечнику. Щоби кількісно визначи-
ти ступінь розщеплення протеїну в передшлунках, 
застосовують методики нейлонових мішечків, які зі 
зразками кормів на певний час закладають через 
фістули до рубця тварин або пропускають через весь 
травний канал. Більшого поширення набули доступ-
ніші методи визначення розчинності протеїну спосо-
бом інкубації зразків кормів в мінеральних буферах, 
близьких за складом до рубцевої рідини тварин. 
За кількістю розчинного протеїну, який надходить до 
тонкого кишечнику, і його визначеною середньою пере-
травністю розраховують кількість розщеплюваного 
протеїну, яка може надходити і перетравлюватись 

у тонкому кишечнику. Таким чином, кількість протеїну, 
яка надійшла і всмокталася у тонкому кишечнику, 
стала мірою його доступності для тварин.

Для зниження кількості розщеплюваного протеїну 
в раціонах великої рогатої худоби використовують 
різні прийоми, які знижують розчинність протеїну раці-
ону: підбір складників раціону з низькою розчинністю 
та розщеплюваністю протеїну; оброблення кормів 
формальдегідом, кислотами, лугами; розміщення 
у спеціальних капсулах; оброблення сухим теплом, 
парою тощо. 

Розроблялись також різні прийоми накладання 
фістул та анастомозів на ділянки травного тракту 
тварин [19, 21] для прямого визначення кількості 
протеїну, всмоктаного у тонкому кишечнику. Але ме-
тод подвійних анастомозів виявився досить трудо-
містким, не завжди дозволяв використовувати до-
статню кількість тварин для статистичної обробки 
результатів. Тому більшого розповсюдження набули 
праці зі спробами визначити потік поживних речовин 
до тонкого кишечнику в дослідах тільки з одною ду-
оденальною канюлею, а потім розрахунковим мето-
дом прогнозувати надходження протеїну до кишеч-
нику [5, 12, 13, 15, 18–21]. Деякі із запропонованих 
систем оцінювання давали значні похибки [1, 9]. 
Найбільш задовільні результати показували систе-
ми оцінювання, розроблені в останні десятиріччя 
у США, Голландії та Україні [5, 6, 10, 13]. 

Попри все, найточніший результат отримують за 
оцінювання добової кількості хімусів, які проходять 
через ТнК та ТсК, і визначення їх складу. Незважаючи 
на певну складність таких досліджень, вони зали-
шаються найточнішими і найбільш актуальними.

Мета досліджень — за різної кількості розчин-
ного протеїну в ізоенергетичних, ізопротеїнових сіно- 
концентратних раціонах бугайців з накладеними 
подвійними анастомозами вивчити перетравність 
основних груп поживних речовин у різних відділах 
травного каналу, визначити реальну доступність 
протеїну для тварин і ступінь його знецінення. 

Матеріали і методи

Дослідження проводили на двох бугайцях черво-
ної степової породи живою масою 330–350 кг з накла-
деними дуоденальними (6–10 см від пілоруса) [22] та 
ілеоцекальними анастомозами за Синєщоковим [18]. 
Згодовували ізоенергетичні (концентрація доступної 
для обміну енергії, ДОЕ, становила 10,84–10,99 МДж/кг 
СР), ізопротеїнові (концентрація сирого протеїну — 
186,4–190,1 г СП/кг СР) сіно-концентратні раціони, 
які складалися зі злакового сіна (стоколос, Bromus 
intermis) — 6 кг та горохової дерті: контрольний раці-
он — 2,6 кг з нативного гороху, дослідний раціон — 
2,4 кг з прожареного за температури 105°С. Горох 
обробляли на барабанних сушарках типу АВМ. Міне-
ральну підгодівлю тварини отримували в однаковій 



The Animal Biology, 2022, vol. 24, no. 1 27

Kozyr V. S., Petrenko V. I., Dimchya G. G. et al. Feed protein solubility as an indicator of nutrients digestibility in the diets of bulls

кількості. Раціони різнились тільки за рівнем РчСП: 
58,34% від СП в контролі і 39,42% — у досліді. 

На вказаних раціонах тварин утримували не мен-
ше 21 дня з суворим обліком заданих кормів, залишків 
кормів та випитої води. Потім проводили добові вимі-
ри кількості дуоденального та ілеоцекального хімусів, 
калу, сечі. Зразки дуоденального та ілеоцекального 
хімусів відбирали кожну годину (4% від кількості, що 
пройшла за годину дуоденального, 2% — ілеоцекаль-
ного) і відразу проводили інактивацію кип’ятінням. 
Для визначення амонійного та сечовинного азоту 
зразки хімусу заморожували. Порції калу та сечі кон-
сервували, потім відбирали середній зразок з добової 
кількості. Сечовинний азот сечі визначали в 6–8 пор-
ціях свіжої сечі. Кожний раціон згодовували по черзі 
двом тваринам методом періодів.

У зразках кормів, залишках кормів, хімусів та калу 
визначали: кількість СР — за ГОСТ 27548-87; СЗ — 
за ГОСТ 26226-95; ОР — за різницею між СР та СЗ; 
СП — за ГОСТ 13496.4-93; СЖ — за ГОСТ 13496.15-
97; СКл — за ГОСТ 13496.2-91; БЕР — розрахун-
ковим методом; РчСП — інкубацією зразків кормів 
в мінеральному буфері за ГОСТ 28074-89; РщСП — 
розрахунковим методом за [20], приймаючи, що в пе-
редшлунках розщеплюється весь розчинний протеїн 
і 35% нерозчинного; НРщСП — розрахунковим мето-
дом, віднімаючи від загального протеїну розщеплю-
ваний, амонійний та сечовинний азот — дифузним 
методом за Конвеєм [4] у модифікації Каплана та 
Свириденко [9]; доступність протеїну — за кількістю, 
перетравленою в тонкому кишечнику; ефективність 
використання азоту — за відношенням сечовинного 
азоту в сечі до загального виділеного азоту [13, 14]. 
Весь цифровий матеріал обробляли статистично 
за Рокицьким (1967).

Результати й обговорення

Після просмажування гороху за температури 105°С 
розчинність протеїну знизилась від 93,5 до 45,0%. 
Споживання кормів тваринами на досліджуваних ра-
ціонах становило 2,17 та 2,01 кг СР на 100 кг живої 
маси (табл. 1). Концентрація енергії, відповідно, для 
контрольного та дослідного раціонів становила 10,84 
і 10,99 МДж/кг СР, сирого протеїну — 186,4 та 191,1 г/кг.  
При цьому частка розчинного протеїну у % до загальної 
кількості сирого протеїну становила 58,3 та 39,4%, 
розщеплюваного — 72,9 та 60,6%, нерозщеплювано-
го — 27,1 та 39,4%. На 1 МДж ДОЕ тварини спожи-
вали 10,22 та 6,85 г розчинного протеїну на контроль-
ному та дослідному раціонах відповідно (Р<0,02). 
За згодовування дослідного раціону тварини спожи-
вали на 5% менше СР та ОР і на 3,7 % менше СП, ніж 
тварини на контрольному раціоні. Водночас за кіль-
кістю спожитих розчинного та розщеплюваного про-
теїнів різниці були статистично вірогідними (Р<0,05 та 
Р<0,02) і досягали 35 та 20% відповідно. Очевидно, 

у зв’язку з цим видимі процеси травлення у бугайців 
на дослідному раціоні відбувались менш інтенсив-
но або дещо інакше. Добові об’єми дуоденального 
та ілеоцекального хімусів, а також сечі у них були на  
21–25% меншими порівняно з тваринами на контроль-
ному раціоні, де був вищий рівень РчСП та РщСП, 
а виведення калу — на 10% більшим як у натураль-
ному вигляді, так і в розрахунку на одиницю спожитих 
СР та ОР. На дослідному раціоні тварини випивали 
на 19% більше води за абсолютним показником, 
а в розрахунку на спожиті СР та ОР — на 25%.

Перетравність СР (зміни стосовно спожитої) послі-
довно: у складному шлунку — тонкому відділі кишеч-
нику — товстому кишечнику — виведення з калом — 
у всьому кишково-шлунковому тракті, на контрольному 
та дослідному раціонах становила, відповідно, 58,9 та 
59,8%; 15,5 та 18,8% (різниця статистично вірогідна, 
Р<0,05); 7,46 та 0,23%; 18,3 та 21,1%; 81,7 та 78,9% 
(табл. 2). Перетворення ОР у такій же послідовності 
ділянок травного каналу відбувалось аналогічно пере-
травності СР і мало такі показники: 66,2 та 65,0%; 11,5 
та 16,2%; 5,6 та 0,9%; 16,7 та 19,7%; 83,3 та 80,3% 
на контрольному та дослідному раціонах відповідно. 
Загалом можна констатувати, що за зниження кількості 
розчинного протеїну в раціоні значні зміни у пере-
травності СР та ОР, щодо спожитого з кормами та 
у відсотках від надходження, спостерігали на ділянках 
тонкого і товстого кишечнику; з огляду на це, оцінка 
загальної перетравності поживних речовин за фор-
мулою «корм мінус кал» не завжди коректна.

Перетравність СП в наших дослідах суттєво 
змінювалась уже на ділянці складного шлунку і ста-
новила послідовно в різних відділах травного каналу, 
на контрольному та дослідному раціонах відповідно: 
у передшлунках — 41,4 і 36,3%, у тонкому кишечни-
ку — 35,5 і 45,1%, на ділянці товстого кишечнику — 
5,6% та добавка 4,0%, виділення з калом — 16,8 
і 22,6%, загальна перетравність у всьому шлунково-
кишковому тракті — 83,0 та 77,4%. Тобто на дослід-
ному раціоні зі зменшеною кількістю розчинного про-
теїну у складному шлунку протеїну розщеплювалось 
менше, що підтверджується кількістю амонійного 
та сечовинного азоту в дуоденальному хімусі (11,16 
та 7,48 г амонійного, 12,53 та 7,56 г сечовинного); 
більше його надходило до тонкого кишечнику і біль-
ше перетравлювалось. Відповідно, до товстого від-
ділу кишечнику, порівняно з контролем, надходило 
на 20% менше протеїну і відбувалось незначне 
збільшення його кількості — очевидно, за рахунок 
мікробіального синтезу та ендогенного азоту.

З калом на дослідному раціоні виводилось 22,6% 
протеїну від спожитого з кормами, на контрольно-
му — 16,8%. Загальна видима перетравність про-
теїну на дослідному раціоні була на 5,6% нижчою. 
Оцінюючи перетравність протеїну за класичною схе-
мою, бачимо, що на дослідному раціоні зі зниженим 
рівнем розчинного протеїну засвоєння азоту начебто 
було гіршим порівняно з контролем. Але за аналізу 
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Таблиця 1. Загальна характеристика годівлі та травлення
Table 1. General feeding and digestion characteristics 

Показники / Indices Контроль / Control Дослід / Experimental

Спожито / Consumed:
СР, г/добу / Crude protein, g/day 7265,58±121,18 6901,44±355.56

% від контролю / % of control 100 95,0

РчСП, г/добу / Soluble protein, g/day 804,55±7,62 521,05±22,2

РчСП, % від СП / Soluble protein, % of crude protein 58,34±0,39 39,42±0,11**

РчСП, г/МДж ДОЕ / Soluble protein, g/MJ ME  10,21±0,08 6,87±0,06**

РщСП, г/добу / Degradable protein, g/day 1005,51±7,87 801,2±32,82

РщСП, % від СП / Degradable protein, % of crude protein 72,94±0,25 60,62±0,13**

РщСП, г/МДж ДОЕ / Degradable protein, g/MJ ME 12,71±0,11 10,57±0,11*

НРщСП, г/добу / Undegradable protein, g/day 371,48±7,87 520,30±19,68

НРщСП, % від СП / Undegradable protein, % CP 27,08±0,27 39,38±0,08**

НРщСП, г/МДж ДОЕ / Undegradable protein, g/MJ ME 34,27±0,73 47,34±1,79

Концентрація енергії, МДж ДОЕ/кг СР / Energy concentration, ME MJ/kg DM 10,84 10,99

Концентрація протеїну, г СП/кг СР / Protein concentration, CP/kg DM 186,4 190,1

Випито води / Water drunk:
л/добу / L/day 21,25±3,25 25,32±0,764

л/кг СР / L/kg DM 2,92 3,67

л/кг ОР / L/kg OM 3,11 3,90

% від контролю / % of control 100 119,2

Пройшло дуоденального хімусу / Duodenal chyme passed:
л/добу / l/day 94,49±1,38 71,57±9,3

л/кг СР / L/kg DM 13,01±0,07 10,32±0,81

л/кг ОР / L/kg OM 13,83±0,11 10,98±0,87

% від контролю / % of control 100 75,7

Пройшло ілеоцекального хімусу / Ileocecal chyme passed:
л/добу / l/day 23,37±4,25 18,25±5,05

л/кг СР / L/kg DM 3,22±0,54 2,56±0,65

л/кг ОР / L/kg OM 3,41±0,57 2,78±0,64

% від контролю / % of control 100 78,1

Виведено калу / Feces excreted:
кг/добу / kg/day 7,5±1,3 8,32±0,21

кг/кг СР / kg/kg DM 1,03±0,17 1,21±0,09

кг/кг ОР / kg/kg OM 1,10±0,18 1,28±0,10

% від контролю / % of control 100 110,9

Виведено сечі / Urine excreted:
л/добу / l/day 8,66±0,34 6,88± 0,05

л/кг СР / L/kg DM 1,19±0,03 1,00±0,05

л/кг ОР / L/kg OM 1,27±0,025 1,06±0,05

% від контролю / % of control 100 79,5

Виділено азоту з сечею, г/добу / Nitrogen excreted in the urine, g/day 104,18±12,36 104,73±7,99

у тому числі азоту сечовини, г/добу / including urea nitrogen, g/day 76,89±6,09 36,12±3,79

азоту сечовини, % від загального / urea nitrogen, % of total 74,15 34,95

Середня жива маса тварин, кг / Average live weight of animals, kg 334,5±1,5 343,0±40,2

Метаболічна маса (ЖМ0,75), кг / Metabolic mass (JM0.75), kg 78,29 82,96

Примітка. Тут і далі * — Р<0,05; ** — Р<0,02.
Note. Here and further * — P<0.05; ** — P<0.02.
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Таблиця 2. Перетравність сухої речовини, органічної речовини та сирого протеїну, г/добу
Table 2. Digestibility of dry matter, organic matter and crude protein, g/day

Показники / Indices Раціон
Diet

Суха речовина
Dry matter

Органічна 
речовина

Organic matter

Сирий протеїн
Crude protein

Спожито з кормами 
Consumed with feed

К / C 7266±121,2 6831±106,2 1372,0±15,7

Д / E 6901±355,6 6491±329,7 1321,5±52,5

Змінилось у складному шлунку, +; –
Changed in rumen, +; –

К / C –4269,±11,3 –4520±18,4 –577,9±21,7

Д / E –4130±148,5 –4222±102,4 –479,4±11,2

Змінилось у шлунку, % від спожитого
Changed in abomasum, % of consumed

К / C –58,76 –66,17 –41,37

Д / E –59,84 –65,04 –36,28

Надійшло до тонкого кишечнику
Income to small intestine

К / C 2996±109,5 2311±87,9 794,0±37,4

Д / E 2771±504,4 2269±432,1 842,1±63,7

Змінилось у тонкому кишечнику, + ; – до спожитого
Changed in small intestine, + ; – to the consumed

К / C –1124±3,5 –784±31,6 –486,6±16,8

Д / E –1298±5,9* –1050±3,0 –595,8±25,5

— % від спожитого
— % of consumption

К / C –15,47 –11,48 –35,47

Д / E –18,81 –16,17 –45,08

— % від надходження
— % of admission

К / C –37,52 –33,94 –61,29

Д / E –46,86 –46,27 –70,75

Надійшло до товстого кишечнику
Income to large intestine

К / C 1872±114,0 1527±119,5 307,4±20,6

Д / E 1473±510,3 1219±435,1 246,3±89,2

Змінилось у товстому кишечнику, +; –
Changed in large intestine, +; –

К / C –542±121,9 –385±101,0 –77,3±32,3

Д / E –16±502,5 +58±448,2 +52,4±84,2

— % від спожитого
— % of consumed

К / C –7,46 –5,63 –5,63

Д / E –0,23 +0,9 +3,97

— % від надходження
— % of admission

К / C –28,97 –25,21 –25,14

Д / E –1,06 +4,78 +21,27

Виведено з калом
Excreted with feces

К / C 1330±235,3 1142±220,3 230,1±55,9

Д / E 1457±7,8 1277±13,1 298,7±5,1

— % від спожитого
— % of consumption

К / C 18,31 16,72 16,77

Д / E 21,11 19,68 22,6

Перетравлено у всьому шлунково-кишковому тракті
Digested in gastrointestinal tract

К / C 5935±114,1 5689±114,2 1141,9±43,1

Д / E 5444±363,3 5214±342,8 1022,8±47,4

— %
К / C 81,69 83,28 83,01

Д / E 78,89 80,32 77,40

процесу травлення в окремих ділянках травного кана-
лу видно, що на дослідному раціоні дійсне засвоєння 
протеїну (перетравність і всмоктування) було на 10% 
вищим від контролю, а частка азоту у вигляді сечо-
вини в загальній кількості азоту сечі становила 35% 
проти 74% у контролі. Очевидно, на контрольному 
раціоні з рівнем розчинності протеїну 56% відбувалось 
його інтенсивне розщеплення з утворенням високої 
концентрації амонійного і сечовинного азоту. Як ві-
домо [7, 19], доля сечовини в загальному азоті сечі 
обумовлює ступінь знецінення протеїну кормів та їх 

непродуктивні витрати. Отже, в наших дослідах на 
контрольному раціоні з рівнем сирого протеїну 184,6 г 
на 1 кг СР, концентрацією енергії 10,84 Мдж на 1 кг СР, 
співвідношенням сирого протеїну до енергії 17,2 г 
на 1 МДж ДОЕ, розчинного протеїну до енергії 10,21 г 
на 1 МДж ДОЕ, розщеплюваного протеїну до енергії 
12,71 г на 1 МДж ДОЕ, відбувались на 105% більші 
непродуктивні втрати азоту протеїну кормів. Вказані 
вище параметри вмісту енергії та протеїну в контроль-
ному раціоні та, головне, їхнє співвідношення не були 
оптимальними для засвоєння в організмі тварин.
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Перетравність (зміни) сирої золи (табл. 3) найсут-
тєвіше різнилась між групами у складному шлунку та 
товстому кишечнику, менше — в тонкому кишечнику, 
за однакової перетравності у всьому травному каналі. 
На дослідному раціоні з на 6% меншим споживан-
ням СЗ, порівняно з контролем, у складному шлунку 
додалося 22,4% золи проти 57,6% в контролі; ця різ-
ниця збереглась у ТнК та ТсК, де всмоктування СЗ 
було на 18% меншим. Зміни в кількості сирої золи 
протягом травного каналу, очевидно, суттєво зумов-
лені мікробіальним синтезом в раціонами у перед-
шлунках та товстому кишечнику. 

За меншого на 6,7% споживання сирого жиру 
(табл. 3) на дослідному раціоні його кількість в склад-
ному шлунку не змінилась, в контролі — збільшилась 
на 9%. Очевидно, це збільшення стало результатом 
інтенсивнішого розщеплення протеїну в передшлун-
ках та синтезу мікробіального білка. В тонкому ки-
шечнику перетравність СЖ була на 16% вищою на 
контрольному раціоні, ніж у досліді. У товстому відділі 
кишечнику перетравність СЖ на контрольному та 
дослідному раціонах була однаковою на рівні 6–8%. 
Загальна перетравність СЖ на обох раціонах різ-
нилась мало. 

Таблиця 3. Перетравність сирої золи та сирого жиру, г/добу
Table 3. Digestibility of crude ash and crude fat, g/day

Показники / Indices Раціон
Diet Сира зола / Crude ash Сирий жир / Crude fat

Спожито з кормами 
Consumed with feed

К / C 434,7±14,19 164,5±3,65

Д / E 410,23±26,13 153,5±8,56

Змінилось у складному шлунку, +; –
Changed in rumen, +; –

К / C +250,5±7,13 +15,2±8,13

Д / E +91,7±46,15 –3,2±10,88

Змінилось у шлунку, % від спожитого
Changed in abomasum, % of consumed

К / C +57,62 +9,19

Д / E +22,36 –0,02

Надійшло до тонкого кишечнику
Income to small intestine

К / C 685,2±22,02 179,6±11,51

Д / E 501,9±72,28 150,3±19,54

Змінилось у тонкому кишечнику, + ; – до спожитого
Changed in small intestine, + ; – to the consumed

К / C –339,4±28,06 –115,0±4,28

Д / E –248,6±2,89 –82,1±7,77

— % від спожитого
— % of consumption

К / C –78,08 –69,93

Д / E –60,59 –53,47

— % від надходження
— % of admission

К / C –49,54 –64,04

Д / E –49,52 –54,61

Надійшло до товстого кишечнику
Income to large intestine

К / C 345,8±6,04 64,6±7,22

Д / E 253,4±75,17 68,2±27,31

Змінилось у товстому кишечнику, +; –
Changed in large intestine, +; –

К / C –157,3±20,88 –10,3±1,825

Д / E –74,0±69,89 –13,5±26,99

— % від спожитого
— % of consumed

К / C –36,19 –6,24

Д / E –18,03 –8,77

— % від надходження
— % of admission

К / C –45,5 –15,9

Д / E –29,18 –19,58

Виведено з калом
Excreted with feces

К / C 188,4±14,84 54,3±9,05

Д / E 179,4±5,28 54,8±0,31

— % від спожитого
— % of consumption

К / C 43,35 33,02

Д / E 43,73 35,68

Перетравлено у всьому шлунково-кишковому тракті
Digested in gastrointestinal tract

К / C 246,28±0,06 110,2±5,67

Д / E 230,8±20,85 98,7±8,25

— %
К / C 56,35 66,98

Д / E 56,27 64,32
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Таблиця 4. Перетравність сирої клітковини та БЕР, г/добу
Table 4. Digestibility of crude fiber and BER, g/day

Показники / Indices Раціон
Diet

Сира клітковина,
г/добу

БЕР,
г/добу

Спожито з кормами 
Consumed with feed

К / C 1555,2±3,53 3739,1±1,05

Д / E 1388,3±84,59 3627,9±184,1

Змінилось у складному шлунку, +; –
Changed in rumen, +; –

К / C –1356.5±27,08 –2600,6±75,73

Д / E –1164,9±16,85 –2574,6±97,05

Змінилось у шлунку, % від спожитого
Changed in abomasum, % of consumed

К / C –87,22 –69,69

Д / E –83,91 –70,97

Надійшло до тонкого кишечнику
Income to small intestine

К / C 198,7±30,62 1138,5±8,32

Д / E 223,4±67,74 1053,3±281,0

Змінилось у тонкому кишечнику, + ; – до спожитого
Changed in small intestine, + ; – to the consumed

К / C +149,9±10,19 –332,8±32,17

Д / E +44,7±18,27 –416,8±48,56

— % від спожитого
— % of consumption

К / C +9,64 –8,9

Д / E +3,22 –11,49

— % від надходження
— % of admission

К / C +75,41 –29,23

Д / E +20,03 –39,57

Надійшло до товстого кишечнику
Income to large intestine

К / C 348,6±40,81 805,7±50,49

Д / E 268,2±86,0 630,5±232,58

Змінилось у товстому кишечнику, +; –
Changed in large intestine, +; –

К / C –72,1±8,24 –224,9±56,0

Д / E +30,3±108,27 +4,0±243,7

— % від спожитого
— % of consumed

К / C –4,63 –6,02

Д / E +2,18 +0,11

— % від надходження
— % of admission

К / C –20,67 –27,92

Д / E +11,34 +0,62

Виведено з калом
Excreted with feces

К / C 276,6±49,05 580,8±106,49

Д / E 298,6±22,37 640,5±11,11

— % від спожитого
— % of consumption

К / C 17,78 15,53

Д / E 21,51 17,65

Перетравлено у всьому шлунково-кишковому тракті
Digested in gastrointestinal tract

К / C 1278,7±45,46 3158,3±22,87

Д / E 1089,7±106,96 2987,4±195,21

— %
К / C 82,22 84,54

Д / E 78,49 82,35

Перетравність вуглеводних компонентів раціону на-
ведена у табл. 4. Споживання СКл було на 12% біль-
шим на контрольному раціоні. У шлунку та тонкому 
кишечнику її перетравність також була дещо вищою 
в контролі. У товстому кишечнику на обох раціонах спо-
стерігали незначні зміни у перетравності СКл. Загальна 
перетравність СКл у всьому травному каналі була 
близькою, з тенденцією до збільшення у контролі. 

Перетравність БЕР мало різнилась між раціонами 
у складному шлунку, тонкому кишечнику і загалом; 
в товстому відділі кишечнику спостерігали тенденцію 
до більшої їх перетравності на контрольному раціоні. 

Вища доступність протеїну в дослідному раціоні 
обумовила і більші середньодобові прирости бугай-
ців на рівні 1280 г проти 930 в контролі. У подальших 
дослідах на достатньому поголів’ї за використання 
подібних раціонів зі зниженим рівнем розчинного про-
теїну перевага в приростах була в межах 20–25%.

Оцінюючи процеси травлення в різних відділах 
трав ного тракту бугайців за використання ізоенергетич-
них, ізопротеїнових сіно-концентратних раціонів з різ-
ною кількістю розчинного протеїну, потрібно зазначити:

— сухо-повітряна температурна обробка зерна го-
роху за оптимальної температури 100–105°С на 50% 
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знижує розчинність протеїну і сприяє його підвищеній 
доступності для перетравлювання в тонкому кишеч-
нику тварин; 

— за зменшення у складі раціону кількості розчин-
ного в мінеральному буфері протеїну знижується пере-
травність в передшлунках СП, СЗ, СЖ та СКл, тому 
відбувається деякий зсув травлення до кишечнику 
і змінюється інтенсивність та напрямок процесів роз-
щеплення поживних речовин, а також їх адсорбція; 

— очевидно, для детальнішого розшифрування 
процесів травлення в розташованих після перед-
шлунків відділах травного каналу необхідно виокре-
мити нейтрально-детергентну клітковину, кислото-
детергентну клітковину та складові речовини БЕР;

— на контрольному раціоні з підвищеним рівнем 
розчинного протеїну у передшлунках відбувалось 
інтенсивне розщеплення протеїну зі значним нако-
пиченням амонійного та сечовинного азоту;

— за широкого співвідношення протеїну до енер-
гії (17,2 г сирого протеїну на 1 МДж ДОЕ та 10,21 г 
розчинного протеїну на 1 МДж ДОЕ) на контрольному 
раціоні, вочевидь, з причини недостатньої кількості 
енергії для синтезу мікробіального білка використо-
вувася не весь амонійний азот, який утворився після 
розщеплення протеїну, і значна частина його виво-
дилася з організму з сечею у формі сечовини. Тим 
самим знецінювався протеїн кормів; 

— перетравність мінеральних елементів (сира 
зола) та сирого жиру у кишечнику була вищою на 
контрольному раціоні;

— сира клітковина у складному шлунку інтенсив-
ніше перетравлювалась на контрольному раціоні; 
на відрізку тонкого кишечнику її кількість збільшилась, 
а в товстому кишечнику вона знову частково пере-
травлювалась. На дослідному раціоні кількість кліт-
ковини у товстому відділі кишечнику збільшувалась. 
Загальна перетравність сирої клітковини у всьому 
травному каналі на контрольному раціоні була вищою 
в межах 3%;

— у складному шлунку і тонкому кишечнику пере-
травність БЕР на обох раціонах була близькою, 
на відрізку товстого кишечнику — значно більшою 
на контрольному раціоні за практично незмінної їх 
кількості у досліді. Загальна перетравність БЕР на 
досліджуваних раціонах різнилась мало;

— оцінка доступності протеїну для тварин за 
класичною схемою «корм мінус кал» не відображає 
дійсних обсягів засвоєння його організмом тварин;

— істинною і точною оцінкою доступності протеїну 
для жуйних є визначення кількості протеїну на вході 
і виході тонкого кишечнику в дослідах на оперованих 
тваринах. Для одержання статистично вірогідних 
даних потрібно не менше 4-х тварин;

— у визначенні перетравності поживних речовин 
за класичною схемою недооцінюється роль товстого 
відділу кишечнику;

— у проведених дослідах кількість сирого про-
теїну, яка надходила до тонкого кишечнику, була 

меншою від спожитого, що свідчить про надмірну 
кількість протеїну в раціонах стосовно енергії або 
про дефіцит енергії для такого рівня протеїну.

Висновки

1. Зниження розчинності протеїну в сіно-концен-
тратному раціоні за рахунок сухої температурної 
обробки зерна гороху сприяло зниженню інтенсив-
ності процесу травлення у передшлунках, зсуву 
перетравності СЗ, СЖ, СКл та БЕР до тонкого та 
товстого кишечнику.

2. Зменшення у складі сіно-концентратного раці-
ону кількості розчинного протеїну на одиницю енергії 
з 10,2 до 6,9 г сприяє зниженню розщеплення протеї-
ну в передшлунках бугайців, більшому надходженню 
і перетравності його в тонкому кишечнику, тобто 
більшій доступності для організму тварин.

3. За підвищеного рівня розчинного протеїну 
в раціоні (10,2 г на 1 МДж ДОЕ) відбувається значне 
знецінення протеїну кормів — зростає частка сечо-
вини в загальному азоті сечі.

Перспективи подальших досліджень

Необхідні подальші дослідження щодо доступнос-
ті протеїну для великої рогатої худоби за різних спів-
відношень в раціонах розчинного протеїну і енергії 
для створення бази даних вмісту розчинного протеїну 
в розповсюджених кормах.
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Feed protein solubility as an indicator of digestibility and availability of nutrients in the diets of bulls*
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The research was conducted on steppe red bulls with duodenal and ileocecal anastomoses when feeding isoenergetic, isoprotein 
hay-concentrate diets with different levels of soluble protein (SP) and rumen degradable protein (RDP). We studied the transforma-
tion of dry matter (DM), organic matter (OM), crude protein (CP), crude ash (CA), crude fat (CF), crude fiber (CF) and nitrogen-free 
extractives (NFE) separately in a complex stomach, small (SI) and large (LI) parts of the intestine. Assimilation of protein by animals 
was assessed by the amount of it digested in SI, and unproductive costs — by the part of nitrogen in the urine. Diets consisted of hay, 
peas and mineral supplements. Different amounts of SP in the diets were achieved by feeding natural pea (control) or pea grilled at 
a temperature of +105°C (experiment). When feeding a diet with a reduced level of SP and RDP, the apparent intensity of digestion 
decreased, which was manifested in a slightly smaller amount of feed consumed, and in a smaller number of duodenal and ileocecal 
chyme. In a complex stomach, the CP digestibility of the experimental diet with a reduced level of SP was 10% lower. In the control 
diet with a high level of SP, more CP was degraded in rumen and more ammonium nitrogen was supplied to SI. The availability of 
CP for digestion in SI on the experimental diet was 5.8% higher, against control, with 8–10% higher digestibility of DM, OM and CP, 
but lower digestibility of CA and CF. In LI, the digestibility of nutrients in the studied diets was multidirectional. A significant amount of 
dietary protein was depreciated in the control diet with a high level of SP due to a 40% increase in urinary nitrogen excretion.

Key words: organic matter, protein, solubility, fat, fiber, nitrogen-free extractives, digestibility, complex stomach, small intestine, 
large intestine

Kozyr VS, Petrenko VI, Dimchya GG, Maistrenko AN. Feed protein solubility as an indicator of digestibility and availability of nutrients  
in the diets of bulls. Bìol. Tvarin. 2022; 24 (1): 25–33. DOI: 10.15407/animbiol24.01.025.



34 Біологія тварин, 2022, т. 24, № 1

https://doi.org/10.15407/animbiol24.01.034
UDC 636.082.12.636.4
Received 10.12.2021 ▪ Accepted 13.01.2022 ▪ Published online 01.04.2022

Критерії відбору високопродуктивних кнурів-плідників і свиноматок  
за відгодівельними і м’ясними якостями їх потомства 
з використанням деяких оціночних індексів
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Мета роботи — дослідити відгодівельні і м’ясні якості молодняку свиней великої білої 
породи та визначити критерії відбору високопродуктивних кнурів-плідників  і свиноматок 
з використанням деяких оціночних індексів. Установлено, що молодняк свиней великої білої 
породи підконтрольної популяції за віком досягнення живої маси 100 кг переважає мінімальні 
вимоги класу еліта на 6,13%, товщиною шпику на рівні 6–7 грудних хребців — 32,25% і дов-
жиною охолодженої туші — 3,92%. Вірогідна різниця між тваринами різної внутріпородної 
диференціації за індексом Тайлера (І і ІІІ групи) встановлено за середньодобовим прирос-
том живої маси за період контрольної відгодівлі (91,7 г), віком досягнення живої маси 100 кг 
(7,3 доби), товщиною шпику на рівні 6–7 грудних хребців (3,4 мм), довжиною охолодженої 
туші (1,7 см), довжиною беконної половини охолодженої туші (2,7 см). З урахуванням 
внутрішньопородної диференціації за індексом Сазера-Фредіна встановлено, що молод-
няк свиней ІІ групи переважав ровесників І групи за середньодобовим приростом живої 
маси за період контрольної відгодівлі на 4,03%, віком досягнення живої маси 100 кг — 3,67% 
і довжиною охолодженої туші — 0,2%. Коефіцієнт парної кореляції між відгодівельними 
і м’ясними якостями молодняку свиней та оціночними індексами коливається у межах 
від –0,710 (tr=10,24) до +0,844 (tr=20,98). Максимальну прибавку додаткової продукції 
одержано від молодняку свиней І піддослідної групи за індексом Тайлера (+5,03%) та ІІ під-
дослідної групи за індексом Сазера-Фредіна (+1,12%). Вартість додаткової продукції, яку 
одержано від молодняку свиней зазначених груп, за умови, що ціна реалізації за 1 кг живої 
маси молодняку свиней на час проведення дослідження дорівнювала 47,5 грн. становить 
+247,51 і +55,42 грн./гол відповідно. Таким чином, критерієм відбору високопродуктивних 
кнурів-плідників і свиноматок за відгодівельними і м’ясними якостями є межі індексу Тайлера 
214,89–242,85, індексу Сазера-Фредіна — –3,018…–0,102 бала.

Ключові слова: молодняк свиней, порода, відгодівельні і м’ясні якості,  індекс, 
економічна ефективність, мінливість, кореляція

Результати дослідження відгодівельних і м’ясних 
якостей молодняку свиней сучасних порід, а також 
тварин, одержаних на основі промислового схрещу-
вання і гібридизації, свідчать про високий рівень їх 
фенотипового прояву з урахуванням умов утримання 
і годівлі та їх відповідності фізіологічній нормі [2, 4, 5, 
11, 16]. За даними Храмкової О. М. [6] встановлено, 
що кращими відгодівельними якостями характеризу-

ється молодняк свиней, одержаний від свиноматок 
генотипу F1 (Лі×Йі) і кнурів синтетичної лінії MaxGrow. 
Живої маси 100 кг вони досягали за 171,6 діб, що, 
порівняно з ровесниками великої білої породи, менше 
на 14,9 діб або 7,99% (Р≤0,001). Порівняно з ровес-
никами синтетичних ліній MaxTer і OptiMus, різниця 
становить 1,3–10,5 доби або 0,75–6,12%. Також усі 
тварини, отримані від кнурів зарубіжної селекції, 
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мали кращу оплату корму приростами, порівняно 
з аналогами вітчизняної селекції, на 0,12–0,35 кг 
або 0,13–0,39 корм. од.

Дослідженнями Краснощока О. О. [10] встанов-
лено, що молодняк свиней, одержаний на основі 
промислового схрещування свиноматок великої білої 
породи та кнурів породи ландрас, за віком досягнення 
живої маси 100 кг переважав чистопородних ровес-
ників великої білої породи на 8 діб або на 4,5%. 
Зазначене свідчить, що в період інтенсифікації селек-
ційного процесу з використанням тварин зарубіжної 
селекції важливим питанням є дослідження рівня їх 
адаптації до умов навколишнього середовища, фено-
типового прояву основних господарсько корисних 
ознак, а також пошук критеріїв відбору високопродук-
тивних тварин за деякими оціночними індексами. 
Підтвердженням актуальності та практичної цінності 
вибраного напряму дослідження є роботи вітчизняних 
та зарубіжних вчених [3, 7, 11, 13, 15].

Мета роботи — дослідити відгодівельні і м’ясні 
якості молодняку свиней великої білої породи різної 
внутрішньопородної диференціації за індексами Тай-
лера і Сазера-Фредіна, розрахувати рівень кореляцій-
них зв’язків між ознаками та економічну ефективність 
результатів досліджень. 

Матеріали і методи

Дослідження провели в агроформуваннях Дніпро-
петровської обл., м’ясокомбінаті «Джаз» і лабораторії 
тваринництва Державної установи «Інститут зернових 
культур НААН». Об’єктом досліджень був молодняк 
свиней великої білої породи. Оцінку тварин за від-
годівельними і м’ясними якостями проводили з ура-
хуванням наступних показників: середньодобовий 
приріст живої маси за період контрольної відгодівлі, кг; 
вік досягнення живої маси 100 кг, діб; товщина шпику 
на рівні 6–7 грудних хребців, мм; довжина охолодже-
ної туші, cм; довжина беконної половини охолодженої 
туші, cм. [1].

Індекси Тайлера (1) і Сазера-Фредіна (2) розра-
ховували за формулами:

 Iв = 100 + (242 × K) – (4,13 × L)   (1),

де Iв — комплексний індекс відгодівельних та м’ясних 
якостей, балів;

K — середньодобовий приріст живої маси, кг;
L — товщина шпику на рівні 6–7 грудних хребців, мм;
242; 4,13 — постійні коефіцієнти [17];

  I =  1
σg

 × ΔG1 –  1
σf

 × ΔF1  (2),

де I — індекс Сазера-Фредіна, балів;
ΔG1 — швидкість росту у відхиленнях від середньої;
ΔF1 — товщина шпику у відхиленнях від середньої;
σg — фенотипне стандартне відхилення швидкості 

росту;

σ f — фенотипне стандартне відхилення товщини 
шпику [9].

Силу кореляційних зв’язків між ознаками ви-
значали за шкалою Чеддока (цит. за [14]). Вартість 
додаткової продукції [12] та біометричну обробку 
одержаних даних [8] проводили за загальноприйня-
тими методиками. 

Результати й обговорення

Аналіз результатів свідчить, що середньо добовий 
приріст живої маси молодняку свиней піддослідної 
групи (n=51) за період контрольної відгодівлі стано-
вить 792,4±6,37 г (Сv=5,75%), вік досягнення живої 
маси 100 кг — 178,0±0,68 доби (Сv=2,76%), товщина 
шпику на рівні 6–7 грудних хребців — 21,0±0,26 мм 
(Сv=8,93%), довжина холодженої туші — 96,8±0,22 см 
(Сv=1,65%), довжина беконної половини охолодженої 
туші — 86,1±0,37 см (Сv=3,12%).

Індекс Тайлера і Сазера-Фредіна коливаються 
у ме жах від 178,89 до 242,85 і від –3,018 до +3,427 бала 
відповідно. Результати дослідження відгодівельних 
і м’ясних якостей молодняку свиней великої білої 
породи різної внутрішньопородної диференціації 
за індексом Тайлера та Сазера-Фредіна наведено 
в табл. 1 і 2.

Встановлено, що молодняк свиней І групи (ін-
декс Тайлера коливається у межах від 214,89 до 
242,85 бала) переважав ровесників ІІІ (індекс Тайле-
ра коливається у межах від 178,89 до 192,72 бала): 
за середньодобовим приростом живої маси за період 
контрольної відгодівлі — на 91,7 г (td=9,28; P<0,001), 
віком досягнення живої маси 100 кг — 7,3 доби (td=4,42; 
P<0,001), товщиною шпику на рівні 6–7 грудних хреб-
ців — 3,4 мм (td=6,07; P<0,001), довжиною охолодже-
ної туші — 1,7 см (td=3,54; P<0,01), довжиною беконної 
половини охолодженої туші — 2,7 см (td=3,64; P<0,01). 
Різниця між тваринами зазначених груп за індексом 
Тайлера дорівнює 36,2 бала (td=13,35; P<0,001).  

З урахуванням внутрішньопородної диференці-
ації за індексом Сазера-Фредіна встановлено, що 
молодняк свиней ІІ групи (індекс Сазера-Фредіна 
у межах від –3,018 до –0,102 бала) переважав ро-
весників І (індекс Сазера-Фредіна у межах від +0,028 
до +3,427 бала): за середньодобовим приростом 
живої маси за період контрольної відгодівлі — на 
32,3 г (td=2,92; P<0,01), віком досягнення живої маси 
100 кг — 6,7 доби (td=5,58; P<0,001), довжиною 
охолодженої туші — 0,2 см (td=0,47; P>0,05).

Протилежну закономірність між групами встанов-
лено за довжиною беконної половини охолодженої 
туші та товщиною шпику на рівні 6–7 грудних хреб-
ців. Різниця між тваринами І і ІІ груп за довжиною бе-
конної половини охолодженої туші становить 1,1 см 
(td=1,54; P>0,05), товщиною шпику на рівні 6–7 груд-
них хребців — 2,2 мм (td=5,23; P<0,001). 
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Таблиця 1. Відгодівельні і м’ясні якості молодняку свиней великої білої породи різної внутрішньопородної диференціації  
за індексом Тайлера 
Table 1. Fattening and meat qualities of young pigs of large white breed of different intrabreeding differentiation  
according to the Tyler index

Показники, одиниці виміру 
Indicators, units of measurement

Біометричні 
показники 
Biometric 
indicators

Градації індексу Тайлера / Tyler index gradations

214,89–242,85 195,52–213,54 178,89–192,72

група / group

І (n=13) ІІ (n=25) ІІІ (n=13)

Середньодобовий приріст живої маси  
за період контрольної відгодівлі, г 
The average daily increase in live weight  
during the period of control fattening, g

X±Sx 834,4±7,80 796,4±7,41 742,7±6,07

σ±Xσ 28,12±5,524 37,08±5,244 21,86±4,294

Сv±Scv, % 3,37±0,662 4,65±0,657 2,94±0,577

Вік досягнення живої маси 100 кг, діб
Age of achievement of live weight of 100 kg, days 

X±Sx 174,4±1,14 177,9±0,85 181,7±1,20

σ±Xσ 4,11±0,807 4,25±0,601 4,34±0,852

Сv±Scv, % 2,35±0,461 2,38±0,336 2,38±0,467

Товщина шпику на рівні  
6–7 грудних хребців, мм
Thickness of fat at the level  
of 6–7 thoracic vertebrae, mm

X±Sx 19,1±0,37 21,1±0,28 22,5±0,43

σ±Xσ 1,34±0,263 1,43±0,202 1,56±0,309

Сv±Scv, % 7,01±1,377 6,77±0,957 6,93±1,361

Довжина охолодженої туші, cм 
The length of the cooled carcass, cm

X±Sx 97,4±0,35 97,1±0,33 95,7±0,34

σ±Xσ 1,26±2,475 1,69±0,239 1,23±0,241

Сv±Scv, % 1,29±0,253 1,74±0,246 1,28±0,251

Довжина беконної половини охолодженої туші, cм
Length of bacon half of chilled carcass, cm

X±Sx 87,0±0,58 86,1±0,59 84,3±0,47

σ±Xσ 2,10±0,412 2,98±0,421 1,70±0,333

Сv±Scv, % 2,41±0,473 3,46±0,489 2,01±0,394

Таблиця 2. Відгодівельні і м’ясні якості молодняку свиней великої білої породи різної внутрішньопородної диференціації  
за індексом Сазера-Фредіна 
Table 2. Fattening and meat qualities of young pigs of large white breed of different intrabreeding differentiation  
according to the Sazer-Fredin index

Показники, одиниці виміру 
Indicators, units of measurement 

Біометричні  
показники 
bіоmеtics 
Indicators 

Градації індексу Сазера-Фредіна / Sazer-Fredin index gradations 

+0,028…+3,427 –3,018…–0,102

група /group

І (n=28) ІІ (n=23)

Середньодобовий приріст живої маси  
за період контрольної відгодівлі, г
The average daily increase in live weight 
during the period of control fattening, g 

X±Sx 769,1±7,33 801,4±8,25

σ±Xσ 34,37±4,594 39,59±5,839

Сv±Scv, % 4,46±0,596 4,94±0,728

Вік досягнення живої маси 100 кг, діб 
Age of achievement of live weight of 100 kg, days 

X±Sx 182,1±0,82 175,4±0,89

σ±Xσ 4,39±0,586 4,28±0,631

Сv±Scv, % 2,41±0,322 2,44±0,359

Товщина шпику на рівні  
6–7 грудних хребців, мм
Thickness of fat at the level  
of 6–7 thoracic vertebrae, mm 

X±Sx 20,0±0,29 22,2±0,31

σ±Xσ 1,53±0,204 1,50±0,221

Сv±Scv, % 7,65±1,022 6,75±0,995

Довжина охолодженої туші, cм. 
The length of the cooled carcass, cm 

X±Sx 96,8±0,33 97,0±0,29

σ±Xσ 1,77±0,236 1,39±0,205

Сv±Scv, % 1,82±0,243 1,43±0,210

Довжина беконної половини охолодженої туші, cм 
Length of bacon half of chilled carcass, cm 

X±Sx 86,3±0,59 85,2±0,42

σ±Xσ 3,15±0,421 2,01±0,296

Сv±Scv, % 3,65±0,487 2,35±0,346
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Таблиця 4. Економічна ефективність результатів досліджень 
Table 4. Economic efficiency of research results

Група 
Group n

Середньодобовий приріст живої маси 
за період контрольної відгодівлі, г 

The average daily increase in live weight 
during the period of control fattening, g

Прибавка додаткової 
продукції, % 

Increase in additional 
products, %

Вартість додаткової  
продукції, грн./гол.*
Cost of additional 

products, UAH/animal*

Загальна вибірка / Total sample 51 792,4±6,37 — —

Внутрішньопородна диференціація за індексом Тайлера / Intrabreed differentiation according to the Tyler index 

ІІІ 13 742,7±6,07 –6,27 –321,4

ІІ 25 796,4±7,41 +0,50 +25,09

І 13 834,4±7,80 +5,03 +247,51 

Внутрішньопородна диференціація за індексом Сазера-Фредіна / Intrabreed differentiation according to the Sazer-Fredin index

І 28 769,1±7,33 –2,94 –151,05

ІІ 23 801,4±8,25 +1,12 +55,42

Примітка. * — ціна реалізації молодняку свиней на переробні підприємства регіону на час проведення дослідження дорівнювала 47,5 грн./кг.
Note. * — the sale price of young pigs to processing enterprises of the region at the time of the study was 47.5 UAH/kg.

Таблиця 3. Коефіцієнти парної кореляції між відгодівельними і м’ясними якостями молодняку свиней та оціночними індексами 
Table 3. Pairwise correlation coefficients between fattening and meat qualities of young pigs and evaluation indices

Показник (ознака) / Indicator (attribute) Біометричні показники / Biometric indicators Сила кореляційного зв’язку 
The correlation strengthх у r±Sr tr

Індекс Тайлера, балів 
Tyler index, points

1 0,844±0,0402*** 20,98 Дуже висока / Very high

2 –0,546±0,0982*** 5,56 Помітна / Noticeable

3 –0,647±0,0814*** 7,95 Помітна / Noticeable

4 0,359±0,1220** 2,95 Помірна / Moderate

5 0,298±0,1276* 2,34 Слабка / Weak

Індекс Сазера-Фредіна, балів 
Sazer-Fredin index, points 

1 –0,371±0,1207** 3,08 Помірна Moderate

2 0,665±0,0780*** 8,53 Помітна / Noticeable

3 –0,710±0,0694*** 10,24 Висока / High

4 –0,084±0,1391 0,60 —

5 0,010±0,1400 0,07 —

Примітка. 1 — середньодобовий приріст живої маси за період контрольної відгодівлі, кг; 2 — вік досягнення живої маси 100 кг, діб; 
3 — товщина шпику на рівні 6–7 грудних хребців, мм; 4 — довжина охолодженої туші, cм; 5 — довжина беконної половини охолодженої 
туші, cм. * — P<0,05; ** — P<0,01; *** — P<0,001.
Note. 1 — average daily increase in live weight during the period of control fattening, kg; 2 — age of achievement of live weight of 100 kg, days; 
3 — the thickness of the fat at the level of 6–7 thoracic vertebrae, mm; 4 — length of cooled carcass, cm; 5 — length of the bacon half of the 
cooled carcass, cm. * — P<0.05; ** — P<0.01; *** — P<0.001.

Результати розрахунків коефіцієнта парної коре-
ляції між відгодівельними і м’ясними якостями мо-
лодняку свиней та оціночними індексами наведено 
у табл. 3. Коефіцієнт парної кореляції між відгодівель-
ними і м’ясними якостями молодняку свиней та оці-
ночними індексами коливається у межах від –0,710 
(tr=10,24) до +0,844 (tr=20,98). 

Вірогідні коефіцієнти кореляції встановлено за 
такими парами ознак: індекс Тайлера × середньо-
добовий приріст живої маси за період контрольної 
відгодівлі (r=+0,844), індекс Тайлера × вік досяг-
нення живої маси 100 кг (r = –0,546), індекс Тайле-

ра × товщина шпику на рівні 6–7 грудних хребців, мм 
(–0,647), індекс Тайлера × довжина охолодженої туші 
(r = +0,359), індекс Тайлера × довжина беконної по-
ловини охолодженої туші (r = +0,298), індекс Сазера-
Фредіна × середньо добовий приріст живої маси за 
період кон трольної відгодівлі (r = –0,371), індекс 
Сазера-Фредіна × вік досягнення живої маси 100 кг 
(r = +0,665), індекс Сазера-Фредіна × товщина шпику 
на рівні 6–7 грудних хребців, мм (–0,710).

Результати розрахунку економічної ефективності 
використання молодняку свиней піддослідних груп 
наведено в табл. 4. Установлено, що максимальну 
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прибавку додаткової продукції одержано від молод-
няку свиней І піддослідної групи за індексом Тайлера 
(+5,03%) та ІІ піддослідної групи за індексом Сазера-
Фредіна (+1,12%). Вартість додаткової продукції, яку 
одержано від молодняку свиней зазначених груп, за 
умови, що ціна реалізації за 1 кг живої маси молод-
няку свиней на час проведення дослідження дорів-
нювала 47,5 грн., становить +247,51 і +55,42 грн./гол. 
відповідно. 

Висновки

1. Молодняк свиней великої білої породи підкон-
троль ної популяції за віком досягнення живої маси 
100 кг переважає мінімальні вимоги класу еліта на 
6,13%, товщиною шпику на рівні 6–7 грудних хреб-
ців — 32,25% і довжиною охолодженої туші — 3,92%.

2. Вірогідну різницю між тваринами різної вну-
трішньопородної диференціації за індексом Тайлера 
(І і ІІІ групи) встановлено за середньодобовим при-
ростом живої маси за період контрольної відгодівлі 
(91,7 г; td=9,28; P<0,001), віком досягнення живої 
маси 100 кг (7,3 доби; td=4,42; P<0,001), товщиною 
шпику на рівні 6–7 грудних хребців (3,4 мм; td=6,07; 
P<0,001), довжиною охолодженої туші (1,7 см; td=3,54; 
P<0,01), довжиною беконної половини охолодженої 
туші (2,7 см; td=3,64; P<0,01).

3. З урахуванням внутріпородної диференціації за 
індексом Сазера-Фредіна молодняк свиней ІІ групи  
переважав ровесників І за середньодобовим при-
ростом живої маси за період контрольної відгодівлі на 
4,03%, віком досягнення живої маси 100 кг — 3,67% 
і довжиною охолодженої туші — 0,2%.

4. Коефіцієнт парної кореляції між відгодівельними 
і м’ясними якостями молодняку свиней та оціночними 
індексами коливається від –0,710 (tr=10,24) до +0,844 
(tr=20,98). 

5. Максимальну прибавку додаткової продукції 
одержано від молодняку свиней І групи за індексом 
Тайлера (+5,03%) і ІІ за індексом Сазера-Фредіна 
(+1,12%). Вартість додаткової продукції, отриманої від 
молодняку свиней зазначених груп, за умови, що ціна 
реалізації за 1 кг живої маси молодняку свиней на час 
проведення дослідження 47,5 грн, становить +247,51 
і +55,42 грн./гол. відповідно. 

6. Критерієм відбору високопродуктивних кнурів-
плідників і свиноматок за відгодівельними і м’яс-
ними якостями їх потомства є межі індексу Тайлера 
214,89–242,85, індексу Сазера-Фредіна — від –3,018 
до –0,102 балів.

Перспективи подальших досліджень

Подальша робота передбачає провести досліджен-
ня відгодівельних і м’ясних якостей молодняку свиней 
різних поєднань та генотипів за геном МС4R.
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The aim of the work is to study the fattening and meat qualities of young white pigs and to determine the criteria for selection of 
high-yielding breeding boars and sows using some evaluation indices. It was found that young pigs of large white breed of the controlled 
population at the age of 100 kg exceed the minimum requirements of the elite class by 6.13%, the thickness of the fat at the level 
of 6–7 thoracic vertebrae — 32.25% and the length of chilled carcass — 3.92%. Significant difference between animals of different 
intrabreed differentiation according to the Tyler index (groups I and III) was established by the average daily gain of live weight during 
the control period of fattening (91.7 g), age of 100 kg live weight (7.3 days), fat thickness at the level of 6–7 thoracic vertebrae (3.4 mm), 
length of chilled carcass (1.7 cm), length of bacon half of chilled carcass (2.7 cm). Taking into account the intrabreed differentiation 
according to the Sazer-Fredin index, it was found that young pigs of group II outperformed peers of I on average daily live weight gain 
for the period of control fattening by 4.03%, age of 100 kg — 3.67% and length of chilled carcass — 0.2%. The pairwise correlation 
coefficient between fattening and meat qualities of young pigs and evaluation indices ranges from –0.710 (tr=10.24) to +0.844 (tr=20.98). 
The maximum increase in additional products was obtained from young pigs of the first experimental group according to the Tyler index 
(+5.03%) and the second experimental group according to the Sazer-Fredin index (+1.12%). The cost of additional products obtained 
from young pigs of these groups, provided that the selling price per 1 kg of live weight of young pigs at the time of the study was 47.5 UAH. 
is +247.51 and +55.42 UAH/animal respectively. Thus, the criteria for selecting highly productive breeding boars and sows for fattening 
and meat qualities are the limits of the Tyler index 214.89–242.85, the Sazer-Fredin index — –3.018…–0.102 points.

Key words: young pigs, breed, fattening and meat qualities, index, economic efficiency, variability, correlation
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Генотипова структура мікропопуляцій свиней вітчизняних порід  
за локусом ріанодинового рецептора RYR1

Т. М. Рик
tanya.ryk.77@gmail.com

Львівська медична академія імені Андрея Крупинського,  
вул. Петра Дорошенка, 70, м. Львів, 79000, Україна

Проблему нестачі органів і тканин у трансплантаційній медицині можна вирішувати 
завдяки використанню ксенотрансплантації — пересадки людині органів тварин, зокрема 
свиней. Однак свині мають бути стресостійкими і пристосованими до умов утримання і годівлі 
у віваріях. Стресостійкість у свиней контролюється ДНК-маркером Hal 1843. Точкова мутація, 
за якої відбувається заміна 1843С˃Т в екзоні 17 гена рецептора ріанодину RYR1 у гомозигот-
ному стані у свиней, спричиняє стрес-синдром. Метою дослідження було вивчення генетичної 
структури окремих популяцій свиней за локусом гена RYR1, відповідального за підвищену 
стрес-чутливість. Проведено ДНК-тестування 102 свиней порід полтавської м’ясної, мир-
городської, великої білої, ландрас, п’єтрен, в’єтнамської звислочеревої, української м’ясної, 
української степової рябої. Дослідження проводили на зразках ДНК, отриманих із крові свиней. 
ДНК виділяли за допомогою реагенту Chelex 100. Дослідження фрагмента гена RYR1 про-
водили за поліморфізмом довжин рестрикційних фрагментів (ПДРФ) методом полімеразної 
ланцюгової реакції (ПЛР). У досліджених тварин було ідентифіковано два алелі гена ріано-
динового рецептора RYR1 (n i N) і три генотипи (NN, Nn, nn). У результаті молекулярного до-
слідження свиней різних порід був виявлений поліморфізм гена RYR1. Кількість тварин-носіїв 
рецесивного алеля n гена ріанодинового рецептора RYR1, який відповідає за чутливість сви-
ней до стресових факторів, коливалася у значних межах: від повної його відсутності у пред-
ставників в’єтнамської звислочеревої, української м’ясної, великої білої та української степо-
вої рябої порід до 100% тварин гомозиготного RYR1nn генотипу в породі п’єтрен і 50% особин 
породи ландрас, які мали гетерозиготний генотип RYR1Nn. Мутантний алель RYR1n виявляли 
у тварин породи п’єтрен зі 100-відсотковою частотою. Гетерозиготний генотип RYR1Nn вияв-
лено у свиней порід полтавська м’ясна (10%), ландрас (50%), миргородська (15%), українська 
степова ряба (50%). У всіх досліджених свиней порід велика біла, в’єтнамська звислочере-
ва і українська м’ясна виявлено гомозиготний генотип RYR1NN, який свідчить про відсутність 
у них стрес-синдрому. Встановлено, що бажаними для розведення з метою використання 
у біомедичних цілях є свині порід великої білої, в’єтнамської звислочеревої та української 
м’ясної. Розведення свиней породи п’єтрен і будь-яких поєднань з цією породою уне-
можливлює використання таких тварин для біомедичних експериментальних робіт.

Ключові слова: ксенотрансплантація, свині, стрес-синдром, ген ріанодинового 
рецептора RYR1

Дефіцит органів і тканин для пересадки людині — 
важлива проблема трансплантаційної медицини,  
одним із напрямів вирішення якої нині вважається 
використання органів і тканин тварин, ксенотранс-
плантація. Для медико-біологічних потреб тварини, 
зокрема свині повинні бути стресостійкими й адаптова-
ними до умов утримання та годівлі в межах віварію. 

Підвищена чутливість свиней окремих порід до 
стресів (стресчутливість) стає дедалі гострішою проб-
лемою і в селекційній роботі, оскільки супроводжується 
значними економічними збитками для господарств [5]. 
За повідомленнями дослідників, спостерігається різ-
ний ступінь прояву стрес-синдрому у тварин різних 
порід залежно від напряму їх продуктивності [4].
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Стресонестійкі тварини характеризуються ви-
сокою смертністю під час транспортування, гіпер-
чутливістю до дії негативних факторів довколиш-
нього середо вища, що призводить до зниження 
рівня відтворювальних ознак, показників росту та 
розвитку [1].

У свиней за контроль такої важливої господар-
ської ознаки, як чутливість до стресу, проявом якої 
є стрес-синдром — PSS (porcine stress syndrom), 
відповідає ген ріанодинового рецептора (RYR1, ryano-
dine receptor 1 gene) [8].

PSS — генетично обумовлена аномалія, яка 
має автосомно-рецесивний тип успадкування. 
Причиною її виникнення є точкова мутація в екзо-
ні 17 гена ріанодинового рецептора, який кодує 
в скелетних м’я зах білок кальцієвого каналу [2]. 
Ця транзиція у позиції 1843 (С→Т) призводить до 
заміни аргініну на цистеїн у позиції 615 ріанодин-
рецепторного білка, який є у саркоплазматичному 
ретикулумі м’язового волокна, що призводить до 
порушення основної функції цього білка і, як наслі-
док, відбувається низка біохімічних змін і розвиток 
злоякісної гіпертермії [3].

Метою нашого дослідження було вивчення ге-
нетичної структури окремих популяцій свиней за 
локусом гена RYR1, відповідального за підвищену 
стрес-чутливість.

Матеріали і методи

Проведено ДНК-тестування 102 свиней порід пол-
тавської м’ясної, миргородської, великої білої, лан-
драс, п’єтрен, в’єтнамської звислочеревої, української 
м’ясної, української степової рябої. Дослідження про-
водили на зразках ДНК, отриманих із крові свиней. 
ДНК виділяли за допомогою реагента Chelex 100 [12]. 
Основні параметри отриманих нуклеїнових кислот 
(концентрація ДНК, ступінь її чистоти та нативності) 
вимірювали за допомогою приладу NanoDrop-219 
(Інститут молекулярної біології і генетики НАН, 
м. Київ, Україна).

Дослідження фрагмента гена RYR1 проводили 
за поліморфізмом довжин рестрикційних фрагмен-
тів (ПДРФ) методом полімеразної ланцюгової ре-
акції (ПЛР).

Ампліфікацію фрагмента RYR1 гена проводили в 
ампліфікаторі «Терцик» з праймерами; 5'-GTGCTG-
GATGTCCTGTGTTCCCT-3", 5'-CTGGTGACATAGTT-
GATGAGGT TTG-3' протягом 35 циклів у такому ре-
жимі: денатурація 94°С — 1 хв; 31 цикл — 94°С, 25 с; 
68,5°С, 26 с; 72°С, 40 с; елонгація 72°С — 2 хв.

Гідроліз ампліфікованих послідовностей гену RYR1 
здійснювали за схемою: реакційна суміш містила 
10х рестрикційний буфер (оптимізований для цього 
ферменту) — 2,5 мкл, воду дейонізовану — 7,3 мкл, 
ендонуклеазу рестрикції Hin 6 — 0,2 мкл (4–5 од. акт.) 
та 12,5 мкл ПЛР-продукту.

Розділення продуктів рестрикції здійснювали 
методом горизонтального гель-електрофорезу з ви-
користанням 3% агарозного гелю у тріс-боратному 
електрофорезному буфері (ТВЕ: 0,0879 М Тріс, 
0,089 М борна кислота, 0,002 М ЕДТА рН 8,0). Для 
контролю за розмірами отриманих у результаті амп-
ліфікації фрагментів використовували маркер мо-
лекулярного розміру Thermo Scientific O’GeneRuler 
100 bp DNA Ladder, що дозволяє проводити контр-
оль за розмірами ДНК-фрагментів у діапазоні моле-
кулярних розмірів від 100 до 1000 п.н. 

Значення genome copy number (мінімальна кіль-
кість копій фрагменту ДНК для можливості його 
візуалізації) розраховували за формулою [9]:

Результати й обговорення

У досліджених тварин було ідентифіковано два 
алелі гена ріанодинового рецептора RYR1 (n i N) 
і три генотипи (NN, Nn, nn).

Електрофоретичне розділення рестрикційних 
фрагментів показано на рис. 1. Фрагменти довжи-
ною 84 і 53 пари нуклеотидів вказують на домінант-
ний гомозиготний генотип NN і це означає, що мута-
ція відсутня, а досліджувана тварина стресостійка. 
Фрагмент довжиною 137 п.н. класифікується як ре-
цесивний гомозиготний генотип nn і це означає, що 
тварина стресочутлива.

Тварини з  гетерозиготним генотипом Nn — 
стресостійкі, але є носіями мутантного алеля.

Серед проаналізованих вибірок свиней різних по-
рід, кількість тварин-носіїв рецесивного алеля n гена 
ріанодинового рецептора RYR1, який відповідає за 
чутливість свиней до стресових факторів, колива-
лася у значних межах: від повної його відсутності 
у представників в’єтнамської звислочеревої, укра-
їнської м’ясної, великої білої та української степової 
рябої порід до 100% тварин гомозиготного RYR1nn 
генотипу в породі п’єтрен і 50% особин породи лан-
драс, які мали гетерозиготний RYR1Nn генотип.

Встановлено, що носіями алеля стресочутливості 
виявилися 20% тварин миргородської і 10% свиней 
полтавської м’ясної порід. Генетико-популяційний 
аналіз свиней за локусом RYR1 показав, що в попу-
ляціях миргородської, великої білої та полтавської 
м’ясної порід частоти мутантного алеля RYR1n 
виявилися набагато нижчими, ніж у стадах порід 
ландрас та п’єтрен. Вкотре показана тотальна гомо-
зиготність чистопородних свиней породи п’єтрен 
за мутантним алелем n локусу RYR1. Це пов’язано 
із надзвичайно високими показниками м’ясності цієї 
породи і негативним ефектом селекції на підвищену 
чутливість до стресових факторів, що супроводжу-
ється виникненням стрес-синдрому, органічними 
порушеннями з боку серцево-судинної системи, 
вадами якості м’яса: PSE (бліде, м’яке, ексудативне) 
та DFD (сухе, жорстке).
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Таким чином, розведення свиней породи п’єтрен 
та будь-яких поєднань з цією породою унеможливлює 
використання таких тварин для біомедичних експери-
ментальних робіт. Найбільш оптимальними у цьому 
аспекті є породи, популяції яких повністю позбавлені 
алеля RYR1n, оскільки із наукових джерел відомо, що 
тварини гетерозиготного генотипу реагують на стрес 
менш інтенсивно, ніж RYR1nn, тобто успадкування 
схильності до стресових факторів у свиней відбува-
ється за неповного домінування нормального дикого 
алеля RYR1N [10].

На рис. 3 наведені дані щодо розповсюдження 
мутантного алеля n локусу ріанодинового рецептора 
серед різних порід свиней.

Популяційні дослідження, проведені іншими до-
слідниками, виявили відсутність алеля RYR1n або 
дуже низьку його концентрацію у породах сального 
і комбінованого напрямів продуктивності [2, 6].

За повідомленням В. С. Топіхи і О. О. Стародубець 
[11], помісні свині, отримані від схрещування порід 
дюрок і великої білої англійської селекції, є носіями 
мутантного алелю, що спричиняє стрес-синдром. 
У дослідженнях популяції свиней порід п’єтрен, дюрок 
і великої білої породи білоруські вчені виявили до 
50% мутантного алеля у породи п’єтрен, 4,4% — 
в дюрок і 6,7% — у великої білої [7].

Висновки

У результаті молекулярного дослідження свиней 
різних порід був виявлений поліморфізм гена RYR1. 
Мутантний алель RYR1n вивляли у тварин породи 
п’єтрен зі 100-відсотковою частотою. Гетерозигот-
ний генотип RYR1Nn виявлений у свиней порід пол-
тавська м’ясна (10%), ландрас (50%), миргородська 
(15%) українська степова ряба (50%). У всіх дослі-
джених свиней порід велика біла, в’єтнамська звисло-
черева і українська м’ясна виявлено гомозиготний 
генотип RYR1NN, який вказує на відсутність у них 
стрес-синдрому. 

З огляду на результати нашого молекулярно- 
генетичного аналізу за маркерами RYR1 встанов-
лено, що бажаними для розведення з метою вико-
ристання у біомедичних цілях є свині порід великої 
білої української селекції, в’єтнамської звислочере-
вої та української м’ясної. 

Перспективи подальших досліджень

У подальшому плануємо дослідити частоту му-
тантного алеля вв інших породах свиней української 
і зарубіжної селекції. 
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Genotypic structure of micropopulations of domestic pigs at the locus of the ryanodine RYR1 receptor*

T. M. Ryk
tanya.ryk.77@gmail.com

Andrei Krupynskyi Lviv Medical Academy,  
70 Petro Doroshenko str., Lviv, 79000, Ukraine

An important problem in transplant medicine is the lack of organs and tissues for human transplantation. One of the promising 
areas of its solution today is the use of organs and tissues of animals — xenotransplantation. Pigs for medical and biological needs 
must be stress-resistant and adapted to the conditions of keeping and feeding within the vivarium. Stress syndrome in pigs is caused 
by a point mutation that replaces 1843CT in exon 17 of the ryanodine RYR1 receptor gene in a homozygous state. The aim of the 
study was to examine the genetic structure of individual pig populations at the locus of the RYR1 gene responsible for hypersensi-
tivity. DNA testing of 102 pigs of Poltava meat, Myrhorod, Great White, Landrace and Pietren breeds was performed. The studies 
were performed on DNA samples obtained from pig blood. DNA was isolated using Chelex 100 reagent. Studies of the RYR1 gene 
fragment were performed by restriction fragment length polymorphism (RFPR) by polymerase chain reaction (PCR). Two alleles of 
the ryanodine RYR1 receptor gene (n and N) and three genotypes (NN, Nn, nn) were identified in the studied animals. A molecular 
study of pigs of different breeds revealed a polymorphism of the RYR1 gene. The number of animals carrying the recessive allele n 
of the ryanodine receptor gene RYR1, which is responsible for the sensitivity of pigs to stress factors, varied considerably: from its 
complete absence in the Vietnamese Pot-bellied, Ukrainian meat, Large White and Ukrainian Spotted Steppe breeds up to 100% of 
animals of homozygous RYR1nn genotype in the Piétrain breed and 50% of Landrace individuals with the heterozygous RYR1Nn genotype. 
The mutant RYR1n allele was found in animals of the Piétrain breed with a 100% frequency. Heterozygous genotype RYR1Nn was 
found in pigs of Poltava Meat (10%), Landrace (50%), Myrhorod (15%) Ukrainian Spotted Steppe (50%). Homozygous RYR1NN 
genotype was detected in all Large White, Vietnamese Pot-bellied, and Ukrainian Meat pigs studied, indicating the absence of stress 
syndrome. It has been established that pigs of the Great White, Vietnamese Pot-bellied, and Ukrainian Meat breeds are preferred for 
breeding for biomedical purposes. Breeding of Piétrain pigs and any combinations with this breed makes it impossible to use such 
animals for biomedical experimental work. 

Key words: xenotransplantation, pigs, stress syndrome, RYR1 receptor gene
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Використання полівінілалкоголю та полівінілпіролідону 
для підготовки деконсервованих еякульованих сперматозоїдів кнурів 
до запліднення методом ICSI

О. Ю. Лизогуб
oksanalyzohub@gmail.com

Інститут розведення та генетики тварин імені М. В. Зубця НААН,  
вул. Погребняка, 1, с. Чубинське, Бориспільський р-н, Київська обл., 08321, Україна

Метою роботи було вивчити вплив середовищ з ПВП (полівінілпіролідон) та ПВА 
(полівінілалкоголь) на деконсервовані еякульовані сперматозоїди кнура та їх підготовку до 
штучного запліднення для оптимізації біотехнологічних методик. У дослідженнях викорис-
тано еякульовані кріоконсервовані сперматозоїди кнура миргородської породи Дніпро 641. 
Генетичний матеріал зберігався в Банку генетичних ресурсів тварин ІРГТ імені М. В. Зубця 
НААН упродовж восьми років. Суспензію сперматозоїдів розморожували на водяній бані за 
температури +37°С упродовж 5 хв. до повного розморожування. Відокремлення спермато-
зоїдів від кріоконсерванта та розріджувача проводили за допомогою методу swim up у сере-
довищі Sp-TALP. Після перебування сперматозоїдів в 10,0%-му розчині ПВП протягом 10 хв. 
рухливість знизилась на 68,2% (P<0,05) і становила 3,4%, а через наступні 10 хв. інкубації 
знизилася до 1,4% (P<0,01), що в 10 разів нижче порівняно з початковою рухливістю. 
У 10,0%-му розчині ПВА рухливість через 10 хв. інкубації знизилась на 37,4% (P<0,05)  ста-
новила 6,7%, а ще через 10 хв. знизилась до 5,7% (P<0,01), що в 1,8 раза нижче порівняно 
з початковою рухливістю. Встановлено, що в разі застосування 10,0%-го розчину ПВП 
еякульовані деконсервовані сперматозоїди кнура втрачають рухливість на 86,9% (P<0,01) 
від початкової рухливості, що унеможливлює процес вибору придатного сперматозоїда 
для запліднення методом ICSI (Intra Cytoplasmic Sperm Injection). Встановлено, що 10,0%-ий 
розчин ПВА можна застосовувати для проведення іммобілізації сперматозоїдів кнурів, 
оскільки він знижує рухливість на 46,7% (P<0,01) від початкової рухливості сперматозоїдів. 
Доведено, що рухливість під час інкубації деконсервованих еякульованих сперматозоїдів 
кнура у 5,0%-ому розчині ПВА знижується лише на 28,0% (P<0,01) від початкової, що є 
оптимальним за використання кріоконсервованих сперматозоїдів кнура, матеріал яких 
є в обмеженій кількості та зручним для оператора і безпечним для ооцитів. 

Ключові слова: ICSI, рухливість сперматозоїдів, ооцит, полівінілпіролідон, полівініл-
алкоголь, ембріони свиней

Для отримання ембріонів свиней найчастіше засто-
совують методику IVF (In Vitro Fertilization), яка є де-
шевшою і технічно простішою. Але якщо кріоконсер-
вований матеріал наявний в обмеженій кількості, 
проведення такого методу дослідження є неможливим. 
Методика ICSI (Іntra Cytoplasmіc Sperm Іnjectіon) сьо-
годні є унікальною процедурою, завдяки якій можна 
отримати ембріон, використовуючи один ооцит та 
один сперматозоїд. Одним з важливих етапів ICSI є 
знерухомлення сперматозоїдів, яке проводять з вико-
ристанням розчину ПВП. Незважаючи на його широке 

використання, цей розчин негативно впливає на роз-
виток ооцитів і непридатний для іммобілізації сперма-
тозоїдів кнурів. Розчин ПВА має схожі характеристики 
в’язкості, але використовується як безпечний агент 
для культивування ембріонів в невеликих концен-
траціях, тому є перспективною альтернативою ПВП 
для використання під час ICSI. 

Ін’єкція сперматозоїдів у цитоплазму яйцеклітин 
ICSI є методом допоміжного розмноження, який вико-
ристовують для отримання ембріонів in vitro у тварин 
і лікування безпліддя у людей. ICSI забезпечує уник-
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нення поліспермії та використання сперматозоїдів як 
векторів екзогенної ДНК для отримання трансгенних 
тварин. Ця методика застосовується для реалізації 
програм збереження біорізноманіття, розуміння ме-
ханізмів і процесів запліднення та вивчення раннього 
ембріонального розвитку [15, 18]. 

Головною перевагою запліднення за допомогою 
ICSI є можливість використання сперми зі зниженою 
концентрацією або зниженою рухливістю спермато-
зоїдів, сексованої чи кріоконсервованої або у разі 
використання сперматозоїдів із придатків сім’яників 
(епідидиміс) після забою чи загибелі плідника. 
У свиней IVF призводить до поліспермного заплід-
нення понад 50% яйцеклітин, що істотно знижує 
ефективність отримання ембріонів in vitro [6]. Тому є 
гостра необхідність щодо застосування цього методу 
зокрема і для усунення поліспермії [20]. 

Отримання ембріонів свиней — один з найважли-
віших заходів, необхідних для збереження різнома-
ніття цього виду тварин. Крім того, свині є важливою 
експериментальною моделлю через їхню біологічну 
схожість з людиною і можуть бути потенційними 
донорами органів для ксенотрансплантацій. Тому 
надзвичайно важливо оптимізувати процеси за-
пліднення ооцитів свиней  in vitro та отримання 
максимально високого рівня формування та роз-
витку ембріонів [3, 8].

Основні аспекти процедури ICSI на сьогодні охоп-
люють іммобілізацію сперматозоїда через пошко-
дження джгутика, аспірацію його в ін’єкційну піпетку,  
аспірацію цитоплазми та безпосередню ін’єкцію 
сперматозоїда в ооцит [14]. Іммобілізація сперма-
тозоїда — критично важливий етап для успішного 
запліднення, оскільки вона необхідна для вивіль-
нення розчинних факторів сперми, які індукують 
активацію ооцитів, що передує процесу утворення 
веретена поділу [2,13, 20]. 

Результати щодо застосування ICSI у свиней на-
разі мають суперечливі дані [16]. У роботах Yong H. Y. 
et al. [20] та Li X.X. et al. [7] після запліднення методом 
IVF отримано роздроблених ембріонів на другу добу 
розвитку на рівні 53,2 та 88,2% відповідно, а після 
запліднення методом ICSI результативність була 
нижчою в обох випадках — відповідно, 48,7 та 85,1%. 
Різниця між методами ICSI та IVF спостерігалася під 
час застосування бластоцистної культури, а саме 
дорощування ембріонів від третьої до п’ятої доби 
розвитку, що є додатковим методом селекції для ви-
значення найбільш життєздатних ембріонів. У цих 
дослідженнях відсоток сформованих бластоцист після 
запліднення in vitro за допомогою ICSI був майже удві-
чі нижчим (10,5 та 20,2% відповідно) порівняно з ре-
зультатами сформованих бластоцист після IVF (19,4 
та 35,2% відповідно). У дослідженнях Wy J. et al [18] 
за допомогою ICSI було отримано більше ембріо-
нів (51,0%), ніж за допомогою IVF (45,0%). Кількість 
отриманих бластоцист була вищою під час заплід-
нення методом ICSI (21,0%), ніж під час IVF (16,0%). 

За результатами досліджень Mandryk I. [9] встановле-
но, що запліднення методом ICSI не є оптимізованою 
методикою, а результативність за її використання може 
коливатися від 37,5 до 53,3% отриманих ембріонів. 
Кількість отриманих бластоцист може збільшуватись 
(або зменшуватись) на 15,8% в разі застосування 
одного і того ж методу запліднення, а саме ICSI. Але 
існують випадки, коли запліднення методом ICSI є  
необхідним через обмежену кількість гамет. Зниження 
результатів під час такого методу запліднення по-
в’язують з низкою чинників, серед яких використання 
сполуки полівінілпіролідону (ПВП) для знерухомлення 
сперматозоїдів [10, 12]. 

Для знерухомлення сперматозоїдів використо-
вують 10% розчин ПВП. Він часто застосовується під 
час ICSI, щоб сповільнити активність сперматозоїдів 
та контролювати рух рідини в ін’єкційній піпетці, 
попри його згубний вплив на розвиток ооцитів [5, 7]. 
Застосування ПВП також запобігає налипанню 
сперматозоїдів та клітинного дебрісу на піпетку, що 
полегшує проведення процедури [17]. Однією з мож-
ливостей покращити метод ICSI є модифікований 
метод ін’єкції сперматозоїда з використанням ПВА 
замість ПВП.

На відміну від шкоди ПВП для гамет, сполука ПВА 
не дає негативних ефектів на ооцити. Yong H. Y. et al. 
показали, що доволі успішно цю сполуку використо-
вують в невеликих концентраціях у культуральних 
середовищах навіть для тривалого культивування 
ембріонів свиней [1, 20]. 

Використання ПВП для проведення процедури 
ICSI спричинене тим, що це найбільш густий та 
в’язкий розчин для цих цілей. Під час використання 
такого розчину сперматозоїди достатньо сповільню-
ються для того, щоб їх можна було оцінити, вибрати 
морфологічно найправильніший та знерухомити. 
Але, оскільки сперматозоїди кнурів відрізняються від 
сперматозоїдів інших видів за розмірами, а також для 
сперматозоїдів вказаного виду тварин не характерний 
прямолінійний рух, сперматозоїди кнурів мають спе-
цифічний рух (рис. 1) та досить невисоку швидкість. 

Рис. 1. Траєкторія руху сперматозоїдів кнурів 
Fig. 1. The trajectory of boar sperm
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Рис. 2. Чашка Петрі з доріжками 10,0% розчинів ПВП та ПВА
Fig. 2. Petri dish with lanes of 10.0% PVP and PVA solutions

Для проведення процедури ICSI у свиней не потрібно 
значно сповільнювати рух, оскільки зловити сперма-
тозоїд не настільки проблематично [19]. Тому знеру-
хомлення сперматозоїдів кнурів в розчині ПВА прості-
ше і легше, ніж за використання його для інших видів 
тварин, і абсолютно прийнятне для застосування під 
час запліднення методом ICSI різних порід свиней.

Ще одним важливим аспектом під час підготовки 
деконсервованих еякульованих сперматозоїдів кнурів 
до штучного запліднення є здатність розчину запо-
бігати налипанню дебрісу і нерухомих сперматозої-
дів всередині та зовні піпетки. Треба зазначити, що 
найважливішим нюансом є ризик залипання сперма-
тозоїда всередині ін’єкційної піпетки, яке може ство-
рити проблему під час самої ін’єкції, що, у свою чер-
гу, призведе до дегенерації ооцита. Такий хімічний 
реагент, як ПВП, запобігає виникненню наведених 
вище неприпустимих випадків, тому розчин ПВА теж 
повинен мати такі властивості, щоб процедура була 
атравматичною для ооцитів. 

Для уникнення негативних ефектів, пов’язаних 
із застосуванням ПВП, можна застосовувати серед-
овище з додаванням ПВА, яке також може тримати 
стінку та порожнину ін’єкційної піпетки менш липкою 
упродовж довшого проміжку часу, ніж при проведен-
ні іммобілізації сперматозоїдів без цього розчину [4]. 
В результаті можна досягти такого ефекту, який ми 
спостерігаємо за використання ПВП — менше прили-
пання мінеральної олії та шматків клітин до ін’єкційної 
піпетки, але водночас не шкодити гаметам [20]. 
Тому метою роботи було вивчити вплив середовищ 
з ПВП та ПВА на деконсервовані еякульовані сперма-
тозоїди кнура та підготовку їх до штучного запліднення 
для оптимізації біотехнологічних підходів.

Матеріали і методи

У дослідженнях використано еякульовані кріокон-
сервовані сперматозоїди кнура миргородської породи 
Дніпро 641. Генетичний матеріал зберігався в Банку 
генетичних ресурсів тварин ІРГТ ім. М. В. Зубця НААН 
упродовж восьми років. Суспензію сперматозоїдів 
розморожували на водяній бані за температури 
+37°С упродовж 5 хв до повного розморожування. 
Відокремлення сперматозоїдів від кріоконсерванта 
та розріджувача проводили за допомогою методу 
swim up у середовищі Sp-TALP. Для цього розташо-
вували пробірку з 2 мл теплого середовища під кутом 
45°. На дно пробірки підшаровували 0,2 мл розморо-
женої суспензії сперматозоїдів і на 15 хв. залишали 
в термостаті за температури +37°С. Після інкубації 
отриману суспензію сперматозоїдів розріджували 
середовищем Sp-TALP до концентрації 1–5×107 
сперматозоїдів в 1 мл. 

Для тестування 10,0% розчинів ПВП (Origio, 
Данія) та ПВА (Sigma, P8136, США) підготовлюва-
ли чашку Петрі (d=35 мм) з двома доріжками цих 
середовищ і покривали мінеральною олією LiteOil 
(GlobalLife, США) (рис. 2). Чашку Петрі з розчинами 
попередньо розміщували в термостаті за темпера-
тури +37°С впродовж 60 хв. Для оцінки рухливості 
сперматозоїдів вносили 10 мкл відмитої суспензії 
сперматозоїдів у 10,0% розчини ПВП та ПВА. Після 
цього оцінювали рухливість в 10 полях зору за збіль-
шення в 400 разів.

Для дослідження швидкості руху сперматозоїдів 
використовували ін’єкційну піпетку діаметром 5,0 мкм 
(Cook, США). Експеримент проводили в трьох по-
вторах.

Другим етапом досліджень було оцінити вплив 
різних концентрацій розчину ПВА на рухливість спер-
матозоїдів. У дослідженнях було використано чотири 
концентрації: 0,1; 1,0; 5,0 та 10,0%-ий розчини ПВА. 

Для всіх зразків проводили обчислення серед-
нього арифметичного значення і значення середньо-
квадратичної помилки (M±m). Отриманий цифровий 
матеріал статистично опрацьовували із застосуванням 
пакету програм Microsoft Office Excel 2010. 

Результати й обговорення

Перший етап досліджень передбачав оцінку 
можливості застосування 10,0%-их розчинів ПВП 
і ПВА в разі запліднення методом ICSI; ми дослі-
джували рухливість сперматозоїдів через 10 і 20 хв. 
після розміщення їх у досліджувані розчини. Це той 
проміжок часу, який необхідний для проведення за-
пліднення 10 ооцитів в одній чашці задля зниження 
часової паузи перебування гамет поза інкубатором. 
Для запліднення більшої кількості ооцитів викорис-
товуються додаткові чашки; відповідно, суспензія 
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сперматозоїдів розміщується заново у нові чашки 
з чистими розчинами ПВП чи ПВА. Також було про-
тестовано зручність проведення процедури для опе-
ратора, а саме відсутність залипання в піпетці клітин 
та дебрісу, що є важливим елементом під час про-
цедури ICSI. 

Встановлено, що після розморожування рух-
ливість сперматозоїдів кнура становила 10,7%. 
Після перебування сперматозоїдів в 10,0%-му роз-
чині ПВП впродовж 10 хв. рухливість знизилась 
на 68,2% (P<0,05) і становила 3,4%, а через на-
ступні 10 хв. інкубації знизилася до 1,4% (P<0,01), 
що в 10 разів нижче порівняно з початковою рухли-
вістю. В 10,0%-му р-ні ПВА рухливість через 10 хв. 
інкубації знизилась на 37,4% (P<0,05) і становила 
6,7%, а ще через 10 хв. знизилась до 5,7% (P<0,01), 
що в 1,8 раза нижче порівняно з початковою рух-
ливістю (табл. 1). 

Другий етап досліджень був спрямований на оцінку 
впливу різних концентрацій розчину ПВА на рухливість 
кріоконсервованих сперматозоїдів кнура (табл. 2). 
Використовували чотири концентрації розчину ПВА: 
0,1; 1,0; 5,0 та 10,0%.

Таблиця 1. Вплив 10,0%-их розчинів ПВП та ПВА  
на рухливість деконсервованих сперматозоїдів кнура
Table 1. The effect of 10.0% solutions of PVP and PVA  
on the motility of deconserved boar sperm

Показники
Parameters

Рухливість сперматозоїдів / Sperm motility, %

відразу після 
впорскування 
Immediately 
after adding

через 10 хв. 
after 10 min

через 20 хв. 
after 20 min

ПВП / PVP, 
10,0% 10,7±1,71 3,4±0,86* 1,4±1,3**

ПВА / PVA, 
10% 10,7±0,86 6,7±1,71* 5,7±0,65**

Примітка. Тут і в наступній таблиці * — P<0,05, ** — P<0,01 по-
рівняно із початковою рухливістю.
Note. Here and in the following table *— P<0.05, ** — P<0.01 com-
pared to the initial mobility.

Через 10 хв. інкубації найнижчу рухливість сперма-
тозоїдів спостерігали в 10,0%-му розчині ПВА — вона 
становила 6,7%, що на 1,7 та 2,7% (P<0,05, P<0,01) 
нижче порівняно з 5,0%-им та 1,0%-им розчинами 
ПВА відповідно. Варто зазначити, що рухливість 
сперматозоїдів в 0,1%-му розчині ПВА через 10 хв. 
інкубації не змінилась і залишилась на рівні 10,7%. 

Високі показники життєздатності сперматозоїдів 
кнура були зафіксовані у 0,1%-му розчині ПВА. Через 
20 хв. інкубації в цьому розчині рухливість залишала-
ся достатньо високою і становила 9,7%, що на 9,4% 
нижче порівняно з початковою рухливістю. 

Найнижчі показники життєздатності спермато-
зоїдів кнура спостерігали в 10,0%-му розчині ПВА, 
тут цей показник становив 5,7%, що на 2,0; 3,7 та 
4,0% (P<0,05, P<0,01) менше порівняно із 5,0, 1,0 
та 0,1%-им розчинами ПВА відповідно.

Для успішного проведення процедури ICSI рухо-
мий сперматозоїд механічно знерухомлюють за до-
помогою різних маніпуляцій з його хвостом: ударами 
ін’єкційної піпетки, енергійним поглинанням, кілько-
ма п’єзоімпульсами або повторюваною аспірацією 
в ін’єкційну піпетку і з неї. Для цього в більшості емб-
ріологічних лабораторій використовують хімічний 
агент полівінілпіролідон — саме для уповільнення 
руху сперматозоїда і для полегшення пошкодження 
хвостика, незважаючи на переконливі дані щодо 
шкідливого впливу на виживання і розвиток ооцитів 
після процедури ICSI [20].

В’язкість розчинів ПВА та ПВП однакової кон-
центрації є схожою, 20,0%-ий розчин ПВП за +25°С 
має в’язкість 0,084 Па/с, а 20,0%-й розчин ПВА 
має в’язкість 1,836 Па/с за тієї ж температури [11]. 
В’язкість — ключова характеристика, необхідна для 
сповільнення сперматозоїдів, тому під час дослі-
джень з отримання ембріонів свиней методом ICSI 
ми протестували розчин ПВА в такій же концентра-
ції, як і наявний комерційний розчин ПВП, тобто 
10,0%-ий розчин.

Під час застосування 10,0%-го розчину ПВП для 
кріоконсервованих сперматозоїдів кнурів ми спосте-
рігали швидку втрату рухливості сперматозоїдів на 
68,2% (P<0,01) від початкової рухливості (10,7%). 
Такий результат може бути через те, що 10,0% роз-
чин ПВП достатньо в’язкий, а сперматозоїди кнурів 
через особливості свого руху, особливо після кріо-
консервації, недостатньо добре можуть рухатися 
у настільки в’язкому середовищі. Оскільки сперма-
тозоїди кнурів мають низьку кріорезистентність, така 
втрата рухливості призведе до суттєвого зниження 
результатів запліднення in vitro, тому цей розчин не 
підходить для використання у репродукції свиней. 

Альтернативою є застосування розчину ПВА для 
підготовки сперматозоїдів кнурів до штучного заплід-
нення. Розчин ПВА забезпечив повільне знерухом-
лення сперматозоїдів кнура порівняно з розчином 
ПВП на 3,3 % через 10 хв. культивування і на 4,3% 
після 20 хв. культивування (табл. 1). У 10,0%-му 

Таблиця 2. Вплив різних концентрацій ПВА  
на рухливість деконсервованих сперматозоїдів кнура
Table 2. Influence of different concentrations of PVA  
on the motility of deconcerved boar sperm

Показники
Parameters

Рухливість сперматозоїдів / Sperm motility, %

відразу після 
впорскування 
immediately 
after adding

через 10 хв. 
after 10 min 

через 20 хв.
after 20 min

10,0% 10,7±0,86 6,7±0,86* 5,7±0,86*

5,0% 10,7±0,86 8,4±0,65** 7,7±0,86*

1,0% 10,7±0,86 9,4±1,71* 9,4±0,65**

0,1% 10,7±0,86 10,7±0,86* 9,7±0,65**
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розчині ПВП за 10 хв. інкубації рухливість спермато-
зоїдів кнура знизилась до 3,4%, а в 10,0%-му розчині 
ПВА — до 6,7% (P<0,05), що на 3,3% вище порівняно 
з показником рухливості в 10,0%-му розчині ПВП. 

Через 20 хв. інкубації результати були ще разю-
чішими — під час культивування в 10,0%-му розчині 
ПВП рухливість знижувалася до 1,4%, за той самий 
проміжок часу рухливість сперматозоїдів у 10,0%-
му розчині ПВА становила 5,7% (P<0,01). 

Аналізуючи отримані дані після інкубації суспен-
зії деконсервованих еякульованих сперматозоїдів 
кнурів у розчині ПВА з різними концентраціями, ми 
встановили, що розчин ПВА в концентрації 10,0% 
найменш вдалий порівняно з іншими концентраціями. 
Під час підготовки деконсервованих еякульованих 
сперматозоїдів кнурів до штучного запліднення 
в 10,0%-му розчині ПВА швидкість руху через 20 хв. 
знизилася до 5,7% (P<0,01) і проводити ін’єкцію 
з точки зору всмоктування та випорскування спер-
матозоїда було б достатньо зручно. Але зниження 
рухливості є достатньо високим порівняно з іншими 
концентраціями, тому що часто після розморожування 
сперматозоїдів кнурів кількість рухливих спермато-
зоїдів і так є невисокою. Для проведення процедури 
запліднення методом ICSI необхідно знерухомити 
сперматозоїд, ми маємо вибирати саме рухливий 
для впевненості в тому, що він є живим, і знерухом-
лювати механічно ін’єкторною голкою.

За використання 0,1 та 1,0%-го розчинів ПВА через 
20 хв. рухливість сперматозоїдів знизилася на 1,0 та 
1,3% (P<0,01) відповідно порівняно з початковою рух-
ливістю. Але швидкість руху в ін’єкційній піпетці була 
зависокою, оскільки щільність розчину майже не змі-
нилася і була такою ж, як і в культуральному середо-
вищі. Занадто швидкий рух може пошкодити ооцити під 
час аспірування цитоплазми, що є необхідним етапом 
в разі проведення ICSI. Наслідком аспірування великої 
кількості цитоплазми може бути дегенерація ооцита. 
Також через велику швидкість впускання/випускання 
рідини можна ін’єктувати велику кількість розчину все-
редину ооцита, що негативно вплине на розвиток емб-
ріона. Оптимальним розчином є 5,0%-ий розчин ПВА. 
Рухливість сперматозоїдів у цьому розчині становить 
7,7% (P<0,05) за 20 хв. інкубації. Швидкість руху зни-
зилася, що спростило процедуру, до того ж процес 
запліднення у цьому випадку був безпечнішим для 
ооцита і для майбутнього ембріона.

Висновки

1. У разі застосування 10,0%-го розчину ПВП еяку-
льовані деконсервовані сперматозоїди кнура втрача-
ють рухливість на 86,9% (P<0,01) від початкової рух-
ливості, що унеможливлює процес вибору придатного 
сперматозоїда для запліднення методом ICSI.

2. 10,0%-ий розчин ПВА можна застосовувати 
для проведення іммобілізації сперматозоїдів кнурів, 

оскільки він знижує рухливість на 46,7% (P<0,01) 
від початкової рухливості сперматозоїдів.

3. Рухливість за інкубації деконсервованих еякульо-
ваних сперматозоїдів кнура у 5,0%-ому розчині ПВА 
знижується лише на 28,0% (P<0,05) від початкової, 
що оптимально під час використання кріоконсерво-
ваних сперматозоїдів кнура, матеріал яких наявний 
в обмеженій кількості, та зручно для оператора 
і безпечно для ооцитів. 

Перспективи подальших досліджень

Подальші дослідження будуть скеровані на вивчен-
ня впливу об’єму середовища ПВА на деконсервовані 
еякульовані сперматозоїди кнура для знерухомлення 
і застосування їх під час запліднення методом ICSI, 
розуміння механізмів і процесів запліднення та ви-
вчення раннього ембріонального розвитку.
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Usage of polyvinylalcohol and polyvinylpyrrolidone for preparation of thawed ejaculated boar sperm for fertilization by ICSI*
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The aim of the study was to explore the effect of PVP (polyvinylpyrrolidone) and PVA (polyvinyl alcohol) media on deconserved ejacu-
lated boar sperm and their preparation for artificial insemination to optimize biotechnological approaches. The studies used ejaculated 
cryopreserved sperm of a boar of the Myrhorod breed Dnipro 641. Genetic material was stored in the Bank of Genetic Resources of Animals 
IABG named after M. V. Zubets NAAS for eight years. The sperm suspension was thawed in a water bath at +37°C for 5 min until completely 
thawed. Separation of sperm from cryopreservative agent and diluent was performed using the swim up method in Sp-TALP medium. 
After the presence of sperm in the 10.0% solution of PVP for 10 min, motility decreased by 68.2% (P<0.05) and amounted to 3.4%, and 
after the next 10 min of incubation decreased to 1.4% (P<0.01), which is 10 times lower than the initial mobility. In 10.0% of PVA mobility 
after 10 min of incubation decreased by 37.4% (P<0.05) and amounted to 6.7%, and after 10 min decreased to 5.7% (P<0.01), which is 
1.8 times lower than the initial mobility. It was found that in the case of 10.0% of PVP solution ejaculated deconserved boar sperm lose motility 
by 86.9% (P<0.01) from the initial motility, which makes it impossible to select a suitable sperm for fertilization by ICSI (Intra Cytoplasmic Sperm 
Injection). It is shown that 10.0% PVA solution can be used for immobilization of boar sperm, as it reduces motility by 46.7% (P<0.01) 
of the initial sperm motility. It is proved that the mobility in the case of incubation of deconserved ejaculated boar sperm in 5.0% PVA solution 
decreases only by 28.0% (P<0.05) from the initial, which is optimal when using cryopreserved boar sperm, material which are limited 
and convenient for the operator and safe for oocytes.

Key words: ICSI, sperm motility, oocyte, polyvinylpyrrolidone, polyvinylalcohol, pig embryos
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Сполуки Германію та їхня роль в організмі тварин
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Проведено аналіз даних літератури та окремих результатів досліджень її авторів за 
останні роки щодо біологічної дії сполук Германію у лабораторних і продуктивних тварин. 
У статті відзначено порівняльний вплив мінеральних і органічних сполук Германію хімічного та 
біотехнологічного синтезу, а також нанотехнологічного цитрату германію на функціонування 
імунної, гематологічної, антиоксидантної, детоксикаційної, репродуктивної та нервової систем 
організму тварин. Показано відмінності дії сполук Германію в організмі тварин залежно від його 
форми, способу, дози та експозиції застосування, методів одержання. На основі порівняння 
результатів власних досліджень, а також праць інших авторів, висвітлено переваги викорис-
тання органічних сполук Германію хімічного, біотехнологічного і нанотехнологічного синтезу. 
Проведено аналіз функціонування окремих органів, систем та організму тварин за коротко-
часної і тривалої дії різних сполук Германію. За доступними для вивчення літературними дже-
релами приведено результати досліджень токсичності різних сполук Германію, їх впливу на 
рівень продуктивності тварин та якість продукції. Обґрунтовано співставлення впливу деяких 
препаратів, біологічно активних добавок і лікарських засобів, які містять сполуки Германію, на 
організм тварин. Зроблено висновки про переваги біологічної дії органічних сполук Германію, 
виготовлених методом біотехнологічного синтезу з використанням дріжджів Saccharomyces 
cerevisiae, а також Германію цитрату нанотехнологічного, одержаного на основі нанотехно-
логії, щодо перспективи їх використання у тваринництві та ветеринарній медицині.

Ключові слова: германійорганічні сполуки, тварини, біологічні процеси, токсич-
ність, фізіологічні системи, функції, відтворення 

Поширеність Германію у навколишньому середовищі
Германій (Ge), як металоїд, належить до роз-

сіяних елементів, які поширені в природі у вигляді 
оксидів (GeO2), сульфідів (GeS2) або солей герма-
нієвої кислоти (GeO2H4) [48, 69, 80]. У довкілля цей 
елемент надходить також з родовищ кам’яного вугіл-
ля та з побічними продуктами переробки корисних 
копалин у вигляді сульфідних руд, що становить до 
30% світового споживання [53, 61, 69, 70]. У біологіч-
них об’єктах Ge вперше був виявлений японськими 
дослідниками [43, 48, 80]. Це сприяло розвитку низки 

досліджень щодо з’ясування біологічних ефектів 
природних сполук германію, а також створення його 
нових комплексів з різними лігандами, отриманих 
методами хімічного, біо- і нанотехнологічного синтезу 
[7, 42, 48, 91, 92]. Такі сполуки Ge широко застосову-
ються в біології, медицині, тваринництві та ветерина-
рії, що підтверджено дослідженнями як in vitro, так і in 
vivo [4, 11, 37, 43, 72, 96]. Природними сполуками Ge, 
що утворюються з участю мікроорганізмів, є органічні 
комплекси монодиметилгерманію, які вилуговуються 
поверхневими водами у річки і деградують у солоних 
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морських водах [69, 80]. Однак на сьогодні застосову-
ються екологічні методи одержання Германію із золи 
вугілля та пилу виплавляння міді як з технологічної 
сировини, а також з використанням рослинного по-
криву злакових трав і сільськогосподарських куль-
тур [70]. Надходження Ge у кореневу і вегетативну 
масу рослин залежить від їх виду та морфострукту-
ри ґрунтів [48, 69, 70, 95]. Дослідженнями розподілу 
Ge в різних типах ґрунтів встановлено його значні 
коливання залежно від їх структури та вмісту інших 
чинників [53, 61, 95]. Рослини, вирощені на ґрунтах 
з нейтральним pH, кумулюють Ge інтенсивніше, 
ніж на слаболужних. Високий вміст органіки на тлі 
низьких значень pH ґрунту пасовищ зумовлюють 
вищий рівень Ge у траві [69, 70, 95]. 

У рослинах Ge утворює органічні комплекси, які 
виявляють високу біологічну активність [29, 61, 80]. 
Вважають, що засвоєння Ge у рослинах відбуваєть-
ся з участю органічних комплексоутворювальних 
речовин — цукрів, кислот, поліфенолів [95]. Ge може 
частково заміщувати B у рослинах за його дефіциту 
в ґрунті. Вміст Ge у рослинах малий (від 0,01 до 1 мг/кг 
маси) [69]. Вищий рівень цього елементу встановле-
но у часнику, насінні злакових, грибах, женьшені [67, 
80]. Однак встановлені значні регіональні та сортові 
відмінності вмісту Ge у часнику і його середній рівень 
не перевищує 0,0042 мкг/г. Підживлення озимого 
часнику германій-вмісним субстратом підвищувало 
вміст Ge до 0,02 мкг/г тканини [79, 80]. 

Найвищий вміст Ge встановлено у грибах, зо-
крема лісові підберезники і білі гриби містять високі 
рівні Ge 0,01 мкг/г тканини [67, 79]. У грибах, з яких 
виготовляють фармакологічні препарати, вироще-
них в експериментальних умовах з додаванням Ge, 
вміст цього мікроелемента у плодовому тілі зростав 
до 70–80 мг/кг. Однак біодоступність Ge за цих умов 
була низькою — 0,4–7,6% для роду Canoderma і 5,4–
6,6% — для Plevrotus на тлі зміни маси грибів [79]. 

Вміст Ge у воді незначний [12, 84], проте у мор-
ській воді рівень його значно вищий — 0,06 мкг/л 
[12, 79]. Концентрація Ge у воді може суттєво від-
різнятися залежно від середовища, температури, 
агроекологічних та метеорологічних умов. Міграція 
Ge у довкіллі проходить у вигляді простих іонів або 
складних сполук [53, 80]. Автори вказують, що вміст 
Германію у поверхневих водах більш стабільний 
і може коливатися від 0,01 до 0,17 мкг/л. Природні 
мінеральні води містять вищі рівні Ge, що відзначено 
для Судетського регіону Польщі (0,025–10,62 мкг/л), 
але ці рівні нижчі, ніж у термальних водах [12]. 

Вплив мінеральних сполук Ge на організм тварин
Сполуки Ge мають ліпофільні властивості і легко 

всмоктуються в кишечнику та легенях, тому до 
95% іонів цього елемента проникають через клітинні 
стінки і мембрани [23, 48]. Однак розподіл цих ком-
понентів між позаклітинним і внутрішньоклітинним 
середовищем, а також у тканинах та органах прохо-

дить нерівно мірно і залежить від кількості надходжен-
ня Ge [18, 43, 48]. Зокрема, у кроликів і собак після 
внутрішньовенного введення GeO2 вищі концентрації 
Ge у порядку зниження було встановлено у тканинах 
таких органів: нирки — печінка — селезінка — шлун-
ково-кишковий тракт — м’язи — мозок — кістки [23]. 
Розподіл Ge в організмі залежить як від способу його 
надходження, так і експозиції [11, 48, 52]. Концентрація 
цього мікроелемента у тканинах організму низька за 
умов фізіологічного надходження з кормом і водою. 
Внутрішньом’язові чи внутрішьовенні введення 
сполук германію підвищують його вміст у тканинах та 
окремих органах. Але після однократного перораль-
ного застосування розчину GeO2 у мишей не зростав 
вміст цього елемента у крові та тканинах [45].

У наших дослідженнях відзначено зростання кон-
центрації Cu, Co, Mn і Zn у тканинах нирок, легень 
і м’язів щурів за умов тривалого випоювання Ge у ви-
гляді його хімічно синтезованого хелатного комплек-
су та нанотехнологічного цитрату [24]. Недостатнє 
надходження Ge з кормів і води може знижувати 
рівень імунного захисту організму та продуктивності 
тварин [44, 80, 81]. Вміст цього мікроелемента у кро-
ві, за даними різних авторів, коливається і в серед-
ньому становить 0,44 мг/л [11, 48]. Розподіл Ge між 
еритроцитами і плазмою крові лабораторних щурів 
становить 2:3. Встановлено, що у венозній крові 
Ge більше локалізований в еритроцитах, в артері-
альній — у плазмі [48].

Доведено, що Ge бере участь у транспортуванні 
O2 в організмі, запобігаючи розвитку гіпоксії на тканин-
ному рівні [11, 49, 83]. Така біологічна дія Ge першо-
чергово відзначається для тканин, органів і систем, 
найбільш чутливих до нестачі O2 — серця, ЦНС, ни-
рок, печінки [81, 89]. Сполуки Ge проявляють проти-
мікробну дію, яка менше виражена для бактерій, ніж 
для дріжджів [37, 51, 58]. Важливими також є деток-
сикаційні властивості сполук Ge, зокрема за умов 
токсичного впливу на організм тварин солей важких 
металів [60, 76]. Крім того, вказані сполуки Ge мають 
нейротропні, протизапальні, антивірусні, протипух-
линні, антиоксидантні та інші корисні для організму 
властивості [5, 6, 25, 40, 46, 54, 86, 93], які будуть 
висвітлені у наступних пунктах огляду. 

Щодо негативного впливу неорганічних сполук Ge, 
дослідники відзначають низку побічних ефектів з ви-
никненням нефропатії у період тривалого застосуван-
ня високих доз GeO2 [3, 23, 71, 82]. Тривала дія високої 
дози GeO2 зумовлювала запальні процеси у м’язовій 
тканині на тлі дефіциту цитохром-С оксидази у черво-
них волокнах з появою їх розривів [45]. Така дія окси-
ду Ge пов’язана також зі зниженням мембранного по-
тенціалу мітохондрій, транслокалізацією ділянки гена 
Bax та зниженням експресії Bcl-2 [3, 44, 48]. Надмірні 
дози і експозиції GeO2 виявляють токсичний вплив 
на нервову систему. Використання GeO2 у тварин по-
над 24 тижні зумовлює сенсороневральну патологію, 
спричинену мітохондріальною дисфункцією [3, 23, 45].  
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Однак терапевтичні дози GeO2, підібрані у лікуванні 
та профілактиці пухлин, не проявляли генетичної 
мутації в організмі мишей, що підтверджено від-
сутністю шкідливого впливу на швидкість аберації 
хромосом у їхньому кістковому мозку [66, 98]. У ма-
лих дозах (0,1–0,5 мг/кг маси тіла щура) ця сполука 
пригнічувала зумовлену Cd генотоксичність. Проте 
за одно кратної високої дози GeO2 в 100 мг/кг маси 
тварини внутрішньо та 4 мг/кг внутрішньом’язово 
не встановлено токсичної дії [43, 48].

Вплив органічних сполук Ge хімічного синтезу 
на організм тварин

Крім мінеральних, на сьогодні одержано низку 
фізіологічно активних органічних сполук Ge хімічного 
синтезу [9, 46, 50, 51, 52]. Доведено, що такі германіє-
ві комплекси проявляють позитивні біологічні ефекти 
у менших дозах, але мають суттєво нижчу токсичність 
порівняно з його оксидами [11, 51, 97]. Розподіл Ge 
у тканинах встановлений у такій залежності: селе-
зінка, нирки, печінка, легені, шлунок, серце та під-
шлункова залоза [85].

Щодо імуностимулювальних, цитотоксичних, проти-
пухлинних й антиоксидантних властивостей хімічно 
синтезованих органічних сполук Ge наявні результати 
низки досліджень [27, 28, 57, 66]. Встановлено, що Ge-
132 не виявляв цитотоксичної дії на культивовані клі-
тини ссавців за визначеними рівнями лактатдегідроге-
нази (ЛДГ) [93]. Доведено проліферативний й антиок-
сидантний вплив Ge-132 залежно від дози у клітинах 
яєчників хом’яка. Синтетичний органічний Ge пригні-
чує внутрішньоклітинне утворення АФК і карбонільо-
ваного білка, що індукується Н2О2. Автори цього дослі-
дження стверджують про виражену антиоксидантну 
активність Ge-132 в культивованих клітинах ссавців за 
умов стресового впливу перекису водню. Аналогічний 
захисний вплив Ge-132 від апоптозу, зумовленого 
окиснювальним стресом, відзначено для заплідне-
них ембріонів свині [27, 28]. Застосування Ge-132 
у період дозрівання ооцитів свині та ембріонального 
розвитку після партогенетичної активації покращува-
ло ці процеси з підвищенням рівнів глутатіону і змен-
шенням утворення АФК й апоптичної дії, спричиненої 
окисним стресом. Автори цих досліджень пов’язують 
стимулювальний вплив Ge-132 на розвиток ембріонів 
свині на рівні експресії мРНК. Біологічна оцінка син-
тезованих поліфенольних комплексів Ge(IV) вказує 
на те, що такі сполуки мають високу антиоксидантну 
і протипухлинну здатність [66]. Германій у поєднанні 
з кавовою кислотою зумовлював індукуючий вплив на 
пухлинні клітини U14, інгібуючи їх ріст у мишей [47]. 
Поліфенольні Ge-вмісні комплекси виявляють сильні-
ші поглинальні властивості гідроксильних елементів, 
ніж аналогічні ліганди. Автори досліджень відзнача-
ють інтеркаляційне (зворотне) включення вказаних 
комплексів у молекули ДНК тимусу телят, що зумов-
лює його морфологічні зміни. Сполуки Ge з вуглево-
дами та нуклеїновими кислотами можуть інгібувати 

синтез ДНК і РНК у пухлинних клітинах і підвищувати 
імунну відповідь організму [77, 78].

Ge у навколишньому середовищі трапляється 
у формі п’яти ізотопів, здатних утворювати комплексні 
сполуки. Ізотопи Ge особливо чутливі до комплексо-
утворення з органічними речовинами та сульфіда-
ми [70]. Дослідженнями взаємодій між Ge-132, нуклеї-
новими кислотами та вуглеводами доведено здатність 
водного розчину цієї сполуки утворювати комплекси 
з їх цис-діольними структурами — глюкозою і фрук-
тозою. Спектральний аналіз підтверджує, що Ge-132 
має вищу спорідненість до фруктози, ніж до глюкози. 
Вказану особливість автори рекомендують зараху-
вати до ще однієї позитивної фізіологічної функції 
Ge-132. Відзначається, що Ge-132, ймовірно, може 
взаємодіяти з діолвмісними цукрами в глікопротеїнах 
і гліколіпідах. Застосовуючи методи ядерного магніт-
ного резонансу (ЯМР), встановлено, що кількість цих 
діольних груп у структурі сахариду впливала на комп-
лексоутворення між Ge-132 і моноцукрами [77, 78].

Використання органічного Ge у поєднанні з ра-
фінозою стимулювало мікробіологічні процеси 
у травному каналі щурів [58]. Поєднання Ge-вмісної 
спіруліни з d-галактозаміном і ліпополісахаридами 
зумовлювало гепатопротекторну дію у щурів [99].

Стимулювальний вплив має германійорганічна 
сполука — тригідроксигерміл пропанової кислоти 
(THGP) на процес ізомеризації лактози та одержан-
ня лактулози у фармацевтиці [56]. Додавання THGP 
до реакційної суміші підвищувало вихід лактулози 
з 25% до 80% за рахунок її захисту від деградації. 
Синтезовані координаційні сполуки Ge з іншими міне-
ральними й органічними речовинами, які проявляють 
високу біологічну активність [34, 46, 50, 51, 52].

Методами хімічного синтезу створені й апробовані 
органічні Ge-вмісні сесквіоксанові сполуки — гермак-
сани, герматрани, гермакани, спіро- і органілгермана-
ти [11, 34, 46]. Успішно створюють та досліджують нові 
фізіологічно активні органічні сполуки Ge з нікотино-
вою кислотою, нікотинамідом і бурштиновою кислотою 
[44, 63, 72, 74, 86], а саме гомо- і гетерометалічні коор-
динаційні сполуки з біолігандами [36, 64, 73]. Ці сполу-
ки інгібують дію оксидативного стресу у печінці, прояв-
ляють цито- і гепатопротекторну активність. Зокрема, 
Ge-вмісна синтетична сполука «Спірогерманій» про-
являє імунорегуляторну, антизапальну і протипухлин-
ну дію, а препарат «Альцинар» має дозозалежний 
гепатопротекторний вплив [44, 72, 86].

Новосинтезовані органічні сполуки Ge використо-
вують для створення й інших ефективних лікарських 
засобів і препаратів, котрі застосовують для корек-
ції імунного й антиоксидантного статусу організму 
[72, 93] та низки порушень функцій органів і систем 
[52, 64, 86]. Найпоширенішим препаратом, що міс-
тить органічний Ge хімічного синтезу, виявився його 
сесквіоксид-2-карбоксиетил Ge (Ge-132), який має 
виражену імуностимулювальну, протипухлинну, анти-
вірусну, апоптичну дію [48, 89, 97, 98]. Встановлено, 
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що імуностимулювальна дія Ge-132 зумовлюється 
індукцією γ-інтерферону, який бере участь у корекції 
імунної здатності Т-клітин і макрофагів [6, 11, 36, 82]. 
Ефективність цього препарату доведено проти вірус-
них, дерматологічних і респіраторних захворювань, 
він проявляє протипухлинну дію. Широкий спектр біо-
логічної активності препарату за патологічних станів 
зумовлений, крім імуностимулювальної дії, здатністю 
пригнічувати синтез окремих білків ДНК і РНК збуд-
ників хвороб [2, 11, 48].

Відзначено різноспрямована залежність дії сполук 
Ge від його концентрації: за високої — виникає апоп-
тоз клітини [83, 97], за низької — блокується клітинна 
диференціація [3, 41, 49, 93]. Сироватка крові мишей 
після застосування органічного Ge-132 проявляла інгі-
буючу здатність щодо асцитних клітин цих тварин [66, 
97]. Вказується, що протипухлинна дія зумовлюється 
активацією Ge-132 лімфокінів, зокрема γ-інтерферону 
[44, 47, 97]. Використання Ge-132 у промисловому 
птахівництві сприяло покращенню інкубаційної якості 
яєць, підвищенню маси тіла курчат [10, 94]. Крім цього, 
за впливу вказаного препарату скорочувався період 
виведення курчат і перепеленят, швидше розпочи-
налася яйценосність у молодих курей [44, 68]. 

У наступні періоди на основі органічних і мінераль-
них сполук було розроблено й інші препарати і лікар-
ські засоби, які успішно застосовуються у медицині, 
ветеринарії та тваринництві [4, 37, 45, 72, 78, 97]. 
Зокрема, препарат комплексної дії «Гермакап», який 
активує імунну систему і зумовлює посилену детокси-
каційну, антиоксидантну й адаптивну дію, покращує 
якість продукції [90, 94]. Препарат «Герматранол» 
має радіопротекторні, імунокорегувальні і біостиму-
лювальні властивості [72]. Як антагоніст шкідливого 
впливу важких металів застосовують Ge-цитрат [60].

Вказані комплекси Ge проявляють інгібуювальний 
вплив на низку ензимів плазматичної мембрани клі-
тин серцевого м’яза, чим покращують його скоротли-
ву функцію за умов атрациклінової інтоксикації [63, 64, 
73, 74]. Експериментально доведено, що синтезовані 
органічні координаційні сполуки Ge змінюють поведін-
кові реакції у тварин за умов моделювання епілепсії 
та паркінсонізму, а також впливають на реактивність 
нейронів кори головного мозку [50]. 

Комплексні хімічно синтезовані сполуки Ge з аміно-
кислотами (германати) виявляють імуномодулюваль-
ні, протизапальні властивості [6, 21, 40, 57]. Доведено, 
що здатність таких органічних сполук Ge активувати 
імунну систему та функцію макрофагів, нейтрофілів, 
лімфокінів, інтерферонів, Т-клітин і клітин-кілерів (NK) 
є фізіологічною основою багатьох терапевтичних 
ефектів Ge [36, 59].

Ефективність дії сполук Ge  
біотехнологічного синтезу

Органічні сполуки Ge біотехнологічного синтезу 
належать до низькотоксичного класу речовин і ма-
ють деякі відмінні властивості від його неорганічних 

форм. Зокрема, 2-карбоксиетил германію (Ge-132, 
Віо-Ge) — це біотехнологічно синтезований препа-
рат на основі культивування дріжджів Saccharomyces 
cerevisiae з додаванням мінеральної солі Ge. 
Дослідження токсичності одноразового (2 г/кг маси 
тіла (м. т.)) і багаторазових (0,5–1,0 і 2 г/кг м. т.) per os 
введень дріжджів, збагачених органічним Ge, вказу-
ють на певні відмінності їх біологічного впливу у щу-
рів [41]. Одноразове введення не зумовлювало сут-
тєвих змін клінічних і фізіолого-біохімічних показників 
організму. За період 13-тижневого введення дріж-
джів, які містили Віо-Ge, встановлено зниження А/Г 
співвідношення у крові самців щурів, котрим вводи-
ли 1,0 г біомаси дріжджів/кг м.т. і більше. Відзначено 
збільшення маси серця як самців, так і самок щурів 
за дії 2,0 г/кг біомаси дріжджів. На основі результатів 
цих досліджень зроблено висновок, що рівень нега-
тивного впливу Віо-Ge у щурів становить більше, ніж 
2,0 г/кг м.т. Використання вказаної схеми введення 
Віо-Ge собакам породи бігль підтвердило відсутність 
його токсичного впливу за одноразової дози 2,0 г/кг 
м. т. Багаторазове (13 тижнів) застосування цього 
препарату зумовлювало деякі дозозалежні зміни ге-
матологічних і біохімічних показників крові, зокрема 
А/Г коефіцієнта, вмісту ретикулоцитів і тромбоцитів, 
частоти серцевих скорочень та інтервалів RR і QT 
у кобелів. Негативний вплив Віо-Ge для собак стано-
вить 2,0 г/кг м. т. і більше. Тривале застосування мен-
ших доз не мало несприятливого впливу на клінічний 
стан і фізіологічні показники організму тварин [39].

Важливий етап дослідження фізіологічної дії орга-
нічних сполук Ge розпочався після їх біотехнологічно-
го синтезу з використанням дріжджів Saccharomyces 
cerevisiae і випробуванням на тваринах «біологічно-
го германію» (Біо-Ge) [20, 39, 40, 42, 44]. Одержаний 
біотехнологічним методом Біо-Ge пройшов низку фі-
зіологічних і токсикологічних досліджень на лабора-
торних тваринах, на собаках і клінічних випробувань 
на людях [11, 39, 40, 41, 47]. Експериментальними 
доклінічними і клінічними дослідженнями доведено 
терапевтичну і профілактичну ефективність цього 
біотехнологічного препарату [11, 20, 36, 43]. Нові 
дані літератури вказують на те, що одержаний пре-
парат Біо-Ge на основі трансформації Ge в організмі 
дріжджів з мінеральної сполуки в органічну набуває 
безпечності і формує високу фізіологічну активність. 
Підтверджено, що Біо-Ge зв’язаний з білками і має 
детоксикаційну здатність щодо солей важких мета-
лів, підвищує цитотоксичність NK-клітин, активує 
β-клітини і фактор некрозу пухлин [20, 39, 40, 43]. 

Виконані на щурах і собаках дослідження гострої, 
субхронічної і хронічної токсичності Біо-Ge за умов 
per os застосування не виявили токсичного впливу 
навіть у високих (3 і 5 г/кг м. т.) дозах [36, 39, 40]. 
Важливо, що застосування Біо-Ge не призводило 
до кумуляції Ge в нирках і печінці [41].

Характерною є також протизапальна дія Біо-Ge, 
що змодельована у дослідженнях набряку лапи на 
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самцях щурів з введенням 1% карагенану у різних 
дозах [38]. Встановлено дозозалежний інгібуваль-
ний вплив Біо-Ge на розвиток запального процесу. 
Автори вказують на можливість фізіологічного 
зв’язку протизапальної дії Біо-Ge з інгібуванням ви-
вільнення арахідонової кислоти і біосинтезу проста-
гландину Е2. Дозозалежний вплив Біо-Ge відзначено 
також у дослідженні імунного захисту організму 
мишей з використанням антитіл [20]. 

Відомо, що клітини-кілери (NK-клітини) можуть 
активуватися за дії цитокінів, які вивільняються з макро-
фагів [2]. Водночас встановлено, що NK-клітини віді-
грають важливу роль у захисній функції організму, 
а їхня цитотоксичність, яку стимулює Біо-Ge, є одним 
з основних індикаторів активації імунної системи. 
Дослідженнями імуноститулювальної здатності до-
бавок Біо-Ge підтверджено підвищенням цитотоксич-
ності NK-клітин, що дало підставу стверджувати про 
основну їх роль у посиленні Біо-германієм імунної 
функції організму [11]. Автори цієї публікації ствер-
джують про визнання Біо-Ge новим дієтичним ін-
гредієнтом у США, що документально підтверджено 
Управлінням з контролю за продуктами і ліками США 
(FDA, ID:FDA-2010-S-066S-0243). Крім того, вказу-
ється, що Біо-Ge надано статус зеленого списку FDA 
США і звільнено від контролю імпортної продукції 
з вмістом цього препарату (FDA Import Abert 54-07). 
Біо-Ge схвалений у Південній Кореї як функціональ-
ний і безпечний інгредієнт харчових продуктів і ліків 
для підвищення імунітету (KMFDS) — функціональ-
ний інгредієнт №2007-15 [11]. Дослідники вказують, 
що виконані ними та іншими авторами всебічні доклі-
нічні і клінічні дослідження дії та органічної структури 
Біо-Ge доводять його імуностимулювальну ефек-
тивність з активацією імунної системи. На основі ви-
значення зворотної мутації хромосомної аберації та 
мікроядерних тестів стверджується про відсутність 
генотоксичності у цього препарату. Автори вважають 
Біо-Ge багатообіцяючим терапевтичним засобом, 
подальші дослідження якого виявлять нові потен-
ційні можливості для розвитку імунотерапії [11].

За даними інших авторів [2, 8] ефекторна функція 
цитокінів макрофагів вважається основою природ-
ного імунітету організму та формування його адап-
тивної імунної відповіді за багатьох інфекційних і па-
разитарних захворювань. Ці невеликі розчинні білки 
опосередковують комунікацію між імунними та неі-
мунними клітинами [2]. Рівень цитокінів відіграє основ-
ну роль у функціонуванні макрофагів, які опосеред-
ковують перехід організму від імунітету вродженого 
до формування імунітету адаптаційного. У фізіоло-
гічному та біохімічному аспектах на біосинтез цитокі-
нів суттєво впливають біологічні комплекси, зокрема 
ті, які формують складні білки. Їхня регуляторна дія 
забезпечує транспорт цитокінів до виходу з клітинно-
го середовища. Такі білки, що координують злиття 
клітинних органел і вивільнення цитокінів, виявлені 
в дріжджах Saccharomyces cerevisiae [11].

У роботі інших авторів [20] встановлено, що зго-
довування самицям мишей впродовж 28 діб біома-
си дріжджів з Біо-Ge змінювало популяцію В-клітин 
і вироблення ними антитіл. Кількість В-клітин дозо-
залежно (від 100 до 800 мг/кг м. т.) збільшувалась на 
тлі відсутності змін у популяції Т-клітин, дендритних 
макрофагів і рівня цитокінів. Однак автори не вста-
новили відмінностей цитотоксичності NK-клітин. 
Біо-Ge дріжджів виявляє кращий потенціал імунної 
відповіді В-клітин, ніж Ge-вмісний порошок женьшеню. 
Зроблено висновок, що сполука Біо-Ge може бути 
новим джерелом позитивного впливу на функцію 
імунної системи. 

Враховуючи аналіз результатів цих та інших 
досліджень, було сформовано гіпотезу про пере-
важання впливу NK-клітин у механізмах імуностиму-
лювальної дії Ge, підтвердженої для Біо-Ge [11]. 
Доведено, що активація імунного захисту організму 
за дії органічних сполук Ge відбувається різновек-
торно зі збагаченням тканин киснем і поглинанням 
його активних форм [40, 43, 93], детоксикацією 
впливів солей важких металів [75, 78], підвищенням 
вмісту глутатіону й антиоксидантного захисту [28, 
57]. Крім того, органічні сполуки Ge біотехнологічно-
го синтезу інгібують ріст клітин і знижують їх токсич-
ні пошкодження від протипухлинного опромінення 
та процесів пероксидації ліпідів біомембран [89]. 
Захисну здатність таких органічних сполук Ge від-
значено стосовно токсичної дії різних форм АФК, 
зокрема перекису водню, супероксидного аніона 
та гідроксильних радикалів [66, 89]. 

Отже, органічні комплекси Германію, одержа-
ні біотехнологічним синтезом, зберігають основні 
позитивні для організму властивості щодо стиму-
лювального впливу на імунну, антиоксидантну та 
детоксикаційну системи, посилюють його проти-
пухлинний захист.

Вплив нанотехнологічних сполук Германію 
на організм тварин

Разом з тим, крім проаналізованих у попередніх 
пунктах статті, на сьогодні важливу роль у забезпе-
ченні здоров’я і продуктивності тварин відіграють інші 
нові напрями одержання та застосування біологічно 
активних речовин, зокрема нанотехнології та нанома-
теріали [1, 7, 22, 29, 30, 31, 91]. Розроблено і дослідже-
но наноматеріали, різні за технологічною формою, 
властивостями, походженням, застосуванням, які 
ефективно використовують у тваринництві та ветери-
нарній медицині [4, 18, 22, 35, 91, 92]. Ветеринарні за-
соби і препарати, одержані методами нанотехнології, 
застосовують для діагностики, лікування і профілак-
тики захворювань, а також покращення відтворення 
та живлення тварин [10, 33, 62, 92, 96]. Вказується, що 
нанотехнології та наноматеріали використовуються 
у розробленні засобів догляду і гігієни для домашніх 
тварин і мають значні переваги порівняно з традицій-
ними виробами [4, 90, 92].
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З цього напряму в Україні розроблено унікальну 
технологію одержання нанокарбоксилатів макро- і мі-
кроелементів, зокрема Ge-цитрату нанотехнологічно-
го (GeЦН) [7, 18, 31]. Оскільки даних літератури щодо 
механізмів дії GeЦН, його токсичності та фізіологічних 
ефектів недостатньо, у цій частині огляду приведено 
поглиблене висвітлення біологічного впливу цієї спо-
луки за матеріалами опублікованої монографії автор-
ського колективу під керівництвом д.м.н. М. П. Гуліч.

За даними цих авторів [18], Ge утворює комплекси 
з лимонною кислотою у співвідношенні метал-ліганд 
1:2, 1:1 і 1:3 залежно від кількості кислоти у середови-
щі. Такі комплекси розкладаються в лужному сере-
до вищі, але стійкі у слабокислому і кислому. Автори 
вказують на те, що аквананоцитрати Ge та деяких ін-
ших елементів відрізняються від їхніх хімічних анало-
гів нестабільністю складу. Важливо, що за надлишку 
лимонної кислоти у реакційному середовищі вільних 
наночасток Ge чи інших мікроелементів не може бути. 
Тому оцінка достатності лимонної кислоти у водному 
розчині цитрату Ge є скринінговим тестом на їхню 
безпечність як сполуки, одержаної методом нано-
технології. У проведених дослідженнях підгострої та 
гострої токсичності на мишах і щурах встановлено, 
що за введення Ge цитрату per os його LD50 становить 
400мг/кг м. т. [18]. Автори стверджують про відсутність 
особливостей токсичності цієї сполуки для організму 
мишей і щурів. Але в доступній літературі відсутні 
порівняльні дані щодо рівня токсичності цитрату Ge 
для тварин інших видів. Автори висловлюють важливі 
оцінки біологічної активності наноматеріалів у вигляді 
цитратів металів, зокрема Ge. Вказується, що цитрати 
біометалів є стійкими хелатними комплексами, мало 
залежними від лігандного гомеостазу, однак їхня стій-
кість менша від стійкості внутрішньокоординаційних 
сполук металів з амінокислотами, ензимами, вугле-
водами. Вказана біологічна особливість визначає по-
ступове вивільнення Ge з цитрату за конкурентними 
реакціями з цими сполуками. Ця здатність зумовлює 
швидке залучення цитрату Ge у метаболічні процеси 
організму і посилює ефективність його біологічного 
впливу. Автори зробили висновок про меншу токсич-
ність Ge-цитрату нанотехнологічного, ніж інших його 
сполук, що підтверджують наші дослідження [24]. 
Проте цей комплекс ефективніший від його хімічних 
аналогів як фізіологічний стимулятор високої хімічної 
чистоти з перспективою широкого практичного засто-
сування у медицині, тваринництві, ветеринарії [18]. 
Вказані висновки підтверджує низка публікацій 
інших авторів про високу біологічну ефективність Ge-
цитрату нанотехнологічного [13, 60, 83, 90, 91, 92]. На 
відсутність шкідливого або токсичного впливу GeЦН 
на організм лабораторних тварин вказують резуль-
тати низки інших досліджень, виконаних за останні 
5–7 років [15, 25, 32, 34, 55, 60, 88]. Підтверджено сти-
мулювальну дію GeЦН у мікродозах (2–20 мкг/кг м. т.) 
на фізіологічні і біохімічні процеси [13, 15, 25], функцію 
імунної [15, 16, 17, 32], антиоксидантної [13, 25, 55], 

репродуктивної [14, 26, 32, 33, 60, 87] та адаптивної 
[87, 88] систем. Результати досліджень інших авторів 
вказують на активаційний вплив додавання до корму 
або питної води визначених мікро кількостей GeЦН 
на мінеральний, ліпідний і білковий обмін в організмі 
свиней [35], курчат-бройлерів [10], перепілок [62], 
бджіл [26, 33, 96]. Додавання GeЦН до цукрового 
сиропу у період підгодівлі бджіл підвищувало їхню 
життєздатність і збереженість, а також біологічну 
цінність та якість меду [96].

Проведені в ІБТ НААН дослідження, результати 
яких висвітлені у понад 50 публікаціях, зокрема у ви-
даннях Німеччини, Польщі, Словаччини, показали 
високу біологічну активність нанотехнологічного ци-
трату Ge, одержаного методом ерозійно-вибухової ак-
вананотехнології [18, 31]. Доведено стимулювальний 
вплив GeЦН на імунофізіологічну реактивність і ре-
зистентність організму тварин, його детоксикаційну 
й антиоксидантну функцію [14, 16, 88, 92]. Відзначено 
вірогідно значимий активаційний вплив нанотехноло-
гічного цитрату Ge на перебіг фізіологічних і біохіміч-
них процесів в організмі щурів декількох поколінь [13, 
14, 15], а також на їхній ріст, розвиток та адаптаційні 
реакції [16, 88], запліднюваність і молочність самиць 
[87, 88]. Застосування мікродобавок нанотехноло-
гічного цитрату Ge у підгодівлі бджолиних сімей під-
вищувало резистентність і тривалість життя бджіл, 
репродуктивну функцію бджолиних маток [26, 33]. 
Висока біологічна активність нанотехнологічного 
цитрату Ge поєднується з його низькою токсичністю. 
За чинним нормативом токсичності германій цитрат 
нанотехнологічний належить до помірно небезпечних 
речовин (3 клас небезпечності) [18].

Репродуктивна здатність організму 
та продуктивність тварин за дії сполук Ge

Германій у формі мінеральних і органічних сполук 
проявляє суттєвий вплив на репродуктивну здатність 
самиць тварин [33, 44, 60, 75, 88] та етологічні реакції 
приплоду [87]. Сполуки Ge впливають на заплідню-
ваність самиць, багатоплідність, розвиток ембріонів 
і плодів, їхню масу та життєздатність [75, 87]. Участь 
Ge у транспортуванні і забезпеченні тканин O2 сприяє 
запобіганню гіпоксії на клітинному рівні [48, 83]. Вказані 
властивості Ge підвищують здатність O2 до інгібуван-
ня утворення та нейтралізації дії пероксидів [27, 52]. 
З’ясовано особливості впливу сполук Германію на 
окисно-відновні процеси, антиоксидантний захист 
і репродуктивну функцію самиць тварин залежно 
від дози. Зокрема, дослідженнями впливу 100, 200 
і 400 мкг/мл карбоксилгерманію (Ge-132) на дозріван-
ня ядра ооцитів свині, вмісту глутатіону (GSH) та ак-
тивних форм О2 (АФК) не встановлено значної різниці 
у формуванні ядра [28]. Однак доза в 200 мкг/мл Ge-
132 вірогідно підвищувала вміст глутатіону в ооцитах, 
а 200 і 400 мкг/мл зумовлювали зниження внутрішньо-
клітинного рівня АФК. Автори вказують на вищі рівні 
експресії інформаційної РНК, що пов’язане з процеса-
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ми окиснення, але нижчі — матричної РНК, порівняно 
з контрольною групою. Відносний вміст апоптичних 
і некротичних клітин в ембріонах свині, оброблених 
Ge-132, був меншим, ніж у контролі — відпповідно, 
9,1 проти 17,1% і 0 проти 2,7% [28]. Додавання Ge-
132 до культурального середовища захищало заплід-
нені ембріони свині від апоптозу, зумовленого окис-
нювальним стресом з накопиченням активних форм 
кисню. Вказується, що Ge-132 покращує потенціал 
розвитку ембріонів свині, зменшуючи апоптоз в ооци-
тах і зиготах, спричинений окисним стресом.

У роботі інших авторів [93] встановлено, що синте-
тичний органічний Ge, який використовують як харчо-
ву добавку Ge-132, сприяв проліферації клітин яєчни-
ків китайського хом’яка і проявляв антиоксидантну 
активність за дії окисного стресу, спричиненого переки-
сом водню. Експериментально доведено, що Ge-132 
інгібує утворення АФК, які індуковані Н2О2, в клітинах 
яєчників хом’яка. Водорозчинний органічний Ge-132 
індукує синтез антиоксидантів з підвищенням рівня 
альфа-токоферолу у плазмі крові мишей. Інгібування 
утворення АФК за дії Ge-132 може пригнічувати актив-
ність ензимів, які беруть участь у виробленні цієї фор-
ми кисню. Зокрема, результати дослідження впливу 
Ge-132 in vitro на ензимну активність тканин печінки 
японських макак вказують на інгібування рівня NADH- 
і NADPH-залежних оксидаз, сприяння підвищенню 
активності супероксиддисмутази і каталази [89].

Доведено, що застосування Ge-132 у раціоні 
мишей-самців впродовж чотирьох діб посилювало 
експресію гена синтезу альфа-токоферолу в 1,62 раза. 
Ge-132 впливав також на гени, пов’язані з утворенням 
АТФ, метаболізм ліпідів та апоптоз клітин [59].

Підсумовуючи проведений аналіз результатів 
досліджень поширення сполук Германію у біологіч-
ному середовищі, створення та використання його 
синтетичних, біотехнологічних і нанотехнологічних 
комплексів, можна відзначити різновекторність їхньої 
ефективної біологічної дії як стимулювальних засобів 
імунної, детоксикаційної, антиоксидантної та низки 
інших фізіологічних систем у лабораторних і продук-
тивних тварин. Дані літератури і досліджень авторів 
публікації вказують на перспективність використання 
органічних сполук германію біо- і нанотехнологічного 
синтезу для корекції та стимуляції фізіологічних функ-
цій органів і систем організму на метаболічному рівні, 
а також для лікування та профілактики окремих пато-
логічних станів у тварин.

Висновки

1. Аналіз даних доступної літератури вказує на 
незначне поширення Ge у природному середовищі 
та різноспрямовану біологічну дію його мінераль-
них й органічних сполук і нанотехнологічного цитра-
ту Ge. Проведено порівняльну оцінку нових результа-
тів власних експериментальних досліджень й інших 

авторів щодо безпечності, фізіологічної активності та 
токсичності в організмі тварин органічних сполук Ge 
хімічного і нанотехнологічного синтезу.

2. Відзначено значну частку публікацій за останнє 
десятиріччя щодо біологічної дії органічних сполук Ge 
у продуктивних тварин, проте лише незначну кількість 
досліджень проведено з питань їхнього впливу на 
безпечність, біологічну цінність та якість продукції.

3. Проведений аналіз опублікованих результатів 
вказує на перспективність комплексних досліджень 
фізіологічних і біохімічних механізмів стимулювальної 
біологічної дії в організмі тварин органічних і нано-
технологічних сполук Ge, які визнані безпечними 
харчовими добавками.
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Last years literature data and separate research results analysis was carried out concerning biological influence of Germanium 
compounds at laboratory and productive animals. The article states a comparative effect of mineral and organic Germanium com-
pounds in chemical and biotechnological synthesis, as well as nanotechnological germanium citrate influence on the functioning of 
the immune, hematological, antioxidant, detoxification, reproductive and nervous systems of animals. The article displays a differ-
ence in influence of Germanium compounds on animal body depending on its form, dose and exposure. Benefits of using organic 
Germanium compounds in chemical, biotechnological and nanotechnological synthesis are highlighted based on a comparative 
analysis of the own research results, as well as other authors. Functioning analysis of a separate body organs, body systems as well 
as animal body in total was conducted after animals been exposed to short-term and long-lasting action of various Germanium com-
pounds. Studies results for various Germanium compounds toxicity, their impact on animal productivity and product quality are stated 
based on the available literature. Comparison of influence effect for some drugs, biologically active additives and products containing 
Germanium compounds on the animal body was documented. Conclusions are made about the advantages of biological action of or-
ganic Germanium compounds, made by biotechnological synthesis using yeast Saccharomyces cerevisiae, and Germanium citrate, 
obtained on the basis of nanotechnology, regarding the prospects of its use in animal husbandry and veterinary medicine.
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