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Интрацитоплазматичната инжекция се разглежда 
като специален вид in vitro оплождане, при което едини-
чен сперматозоид се инжектира директно в цитоплазма-
та на матурирана яйцеклетка. Чрез инжектирането се из-
бягват важни елементи на физиологичното оплождане, 
напр. капацитацията, акрозомната реакция и пенетраци-
ята. Използваните сперматозоиди може да не са напъл-
но функционални. В сравнение с другите техники за in 
vitro оплождане, ICSI осигурява винаги моноспермично 
оплождане. В хуманната медицина методът намира при-
ложение за терапия на мъжкия инфертилитет. 

При някои видове животни проблемът с криоконсер-
вацията е основна пречка пред прилагането на основни 
репродуктивни методи (като напр. дългосрочно съхра-
няване на семенен материал, in vitro оплождане и др.). 
Яйцеклетките и сперматозоидите при свинете не пона-
сят охлаждане и/или замразяване поради високото съ-
държание на липиди в мембраните. За in vitro експери-
менти се използват епидидимални сперматозоиди, които 
се нуждаят от по – дълго време на капацитация. 

При животните ICSI може да се използва за създа-
ване на трансгенни животни, при което инжектираният 
сперматозоид се зарежда с определен генен конструкт и 
се използва като вектор (Squires,1999; Kim and Shim, 
2000). Освен това ICSI техниката е ефикасен метод за 
оптимално използване на генетичен материал, напр. под-
държане на редки породи, но също така и за получаване 
на определени развъдни линии (Pope et al., 1998). Инте-
ресна възможност е прилагането на ICSI със сексирани 
по флоуцитометричен път сперматозоиди. Това е особе-
но актуално при свинете, при които чрез сортиране не 
могат да се получат достатъчен брой сперматозоиди за 
нормално оплождане. Използването на сексирани спер-
матозоиди при стандартни IVF техники е съпроводено с 
висок процент полиспермия (Seidel and Johnson, 1999; 
Pereyra-Bonnet et al., 2007).

ICSI техниките започват да се развиват през 60-те го-
дини на миналия век, като първите опити се провеждат 
с амфибии. Hosoi et al. (1988) първи прилагат успешно 
ICSI техниката при бозайници (зайци). През 90-те годи-
ни техниката се развива бързо и са получени приплоди 
при човек (Van Steirteghem et al., 1993), мишка (Kimura 
et al., 1995), овца (Gomez et al., 1998a) и кон (McKinnon 
et al., 1998). Kolbe and Holtz (2000) първи докладват за 
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успешно прилагане на ICSI при свине. От тези експе-
рименти става ясно, че степента на зрелост на сперма-
тозоидите не играе решаваща роля при ICSI. Yazawa et 
al. (2001) установяват, че моделът на калциевите осци-
лации, предизвикан от незрели сперматозоиди силно 
наподобява модела, наблюдаван при партеногенетична 
активация. Heuwieser et al. (1992a) постигат висока сте-
пен на оплождане при ICSI с дефектни или морфологич-
но изменени сперматозоиди от бик. Hosoi et al. (1999) 
сравняват прилагането на интактни сперматозоиди с 
главички от сперматозоиди и доказват, че яйцеклетките 
инжектирани с главички от сперматозоиди се развиват в 
много по-малка степен. Kim et al. (1999c) при свине по-
стигат успех при инжектирането на сперматозоиди само 
след допълнителна активация на ооцитите.

Целта на изследването бе да се тества ефектът от инже-
ктиране на еякулирани сперматозоиди в in vitro матурира-
ни яйцеклетки, за да се установи степента на оплождане и 
развитие. Експериментите бяха проведени с използването 
на in vitro матурирани яйцеклетки и еякулирани и разре-
дени сперматозоиди. За контрол бяха използвани инжек-
тирани с разредител и неинжектирани яйцеклетки. След 
култивиране във FTM (Fert Talp Medium) в продължение 
на 20 h, инжектираните и контролните яйцеклетки бяха 
оцветени и анализирани за развитието на пронуклеуси. 
Ако яйцеклетката съдържа един или повече пронуклеуси 
или се дели, тя се счита за партеногенетично активирана. 
Яйцеклетки с два пронуклеуса или два бластомера се счи-
тат за оплодени. Оплодените яйцеклетки се култивираха 
в среда NCSU 23 в продължение на 48 h. Развитието бе 
отчетено след 48 h.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИ

In vitro матурация (IVM)  на свински ооцити.
Получаване на незрели кумулусно – ооцитни ком-

плекси.
При всички експерименти се използваха in vitro ма-

турирани ооцити.
Незрелите кумулусно – ооцитни комплекси бяха изо-

лирани от яйчници, получени в кланица. След промива-
не със затоплен физиологичен разтвор всички фоликули 
с размери 3–5 mm бяха пунктирани. След седиментаци-
ята утаените ооцити се аспирираха и се промиваха два 



62 СЕЛСКОСТОПАНСКА АКАДЕМИЯ●ЖИВОТНОВЪДНИ НАУКИ, L, 4-5/2013

пъти с РВS + 1% FCS. Седиментът се поставяше в пе-
триеви панички, съдържащи 10 ml РВS + 1% FCS и под 
стереомикроскоп се изолираха КОК. Изолираха се само 
комплекси, които имаха поне три слоя кумулусни клетки 
и хомогенна цитоплазма. Изолираните ооцити се поста-
вяха в малка петриева паничка съдържаща 2 ml РВS + 
1% FCS до започване на матурацията.

In vitro матурация  

За in vitro матурацията бе използван NCSU 37 меди-
ум, обогатен с фоликулярна течност, изолирана от незре-
ли фоликули, инсулин, цистеин, глутамин, EGF и мер-
каптоетанол и стерилно филтриран. Във всяко гнездо 
бяха поставени по 500 µl среда, покрита с течен парафин 
и еквилибрирана при 38.5°C и 5% CO2 в продължение 
на няколко часа. Селектираните КОК бяха промити пет 
пъти в еквилибрираната среда и култивирани в групи 
по 50 в 500 µl NCSU 37. През първите 24 h на култи-
вирането към средата бяха добавени db-cAMP, както и 
гонадотропните хормони PMSG и hCG. През вторите 24 
h от култивирането ооцитите бяха поставени в NCSU 
37 без добавка на PMSG, hCG и db-cAMP. Общата про-
дължителност на матурацията беше 44-48 h. След при-
ключване на матурацията ооцитите бяха денудирани от 
кумулусните клетки чрез механично пипетиране в PBS 
+ 1 % FCS. До манипулацията ооцитите бяха поставени 
в инкубатор в 2 ml PBS + 10 % FCS.

При всички експерименти бе използвана семенна 
течност от един нерез. За ICSI процедурата спермата бе 
разредена до концентрация от 3-5 x 105 сперматозоида 
на милилитър.

Интрацитоплазматична инжекция на спермато-
зоиди (ICSI)

За ICSI процедурата бе използван микроскоп, обо-
рудван с HMO (Hoffmann Modulation Optic) за по – до-
бър контраст и  с нагревателна масичка за поддържане на 
температура от 38.5°C. В средата на петрито се поставя 
10 µl капка от 10% PVP. Поради високия си вискозитет 
PVP забавя движенията на сперматозоидите и улеснява 
имобилизирането и инжектирането им. Около капката с 
PVP се накапват 10 капки PBS + 10% FCS от по 20 µl 
всяка. Всички капки се покриват с течен парафин. Във 
всяка капка се поставя по една яйцеклетка за инжектира-
не. В капката с PVP се поставя около 5 µl от спермалната 
суспензия. Подбира се под микроскопа сперматозоид с 
добра подвижност и без морфологични дефекти. След 
това се засмуква в иглата с опашката напред и с възмож-
но най - малко PVP. Пипетата прониква до около две 
трети от диаметъра на яйцеклетката и за да се осигури 
пенетрацията на оолемата се извършва аспирация на ци-
топлазма в инжекционната игла. В момента, в който ас-

пирираната цитоплазма започне да се придвижва бързо 
в инжекционната игла, аспирацията се спира и сперма-
тозоидът се инжектира внимателно в цитоплазмата като 
се внимава да се вкара възможно най-малко количество 
среда с PVP.

Контролната група бе третирана по същия начин, 
само при инжектирането се вкарваше среда с PVP. Яй-
цеклетките от контролната група неподложени на инже-
ктиране бяха манипулирани по същия начин. До култи-
вирането яйцеклетките се държаха във PBS + 10 % FCS 
в инкубатор при 38.5 °C и 5% CO2 във въздух.

In vitro култивиране 
Култивирането на яйцеклетките от опитната и кон-

тролните групи през първите 20 h бе извършено във 
FTM и след това в NCSU 23. Яйцеклетките бяха промити 
трикратно във FTM и поставени в 100 µl капки еквилиб-
риран FTM, покрити с течен парафин. След 20 h култи-
виране яйцеклетките бяха промити три пъти в NCSU 23 
и култивирани в 100 µl капки от същата среда при 38.5 
°C и 5 % CO2 във въздух. След 48 h култивиране беше 
установена степента на делене и делящите се ембриони 
култивирани в NCSU 23 в продължение на 120 h.

РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ

В табл. 1 са показани резултатите от деленето при 
опитната и контролните групи след 48 h култивиране. 
Яйцеклетките, инжектирани със сперматозоидиq пока-
заха достоверно по - голяма степен на делене (P<0.001) 
в сравнение с двете контролни групи. Инжектираната 
контролна група не се различаваше достоверно в пар-
теногенетичното си развитие от неинжектираната кон-
тролна група (P>0.05). 

В табл. 2 са показни резултатите от различните сте-
пени на развитие на опитните и контролните групи след 
48 h in vitro култивиране с диференциране чрез броя на 
бластомерите.

Всички ооцити, които след култивиране в продълже-
ние на 48 h не бяха разделени, бяхо оцветени с ацето-ор-
цеин, за да се проследи пронуклеарната конфигурация 
и да се диференцират оплодените, но неразделени яй-
цеклетки от партеногенотите. Резултатите са показани 
в табл. 3

В групата, обозначена като неопределени, са вклю-
чени яйцеклетки, при които не се наблюдаваха обосо-
бени ядрени конфигурации и се приемат като клетки с 
начални признаци на дегенерация. Степента на делене 
на инжектираните ооцити при нашите експерименти бе 
задоволителна. Резултатите са сравними с резултатите 
на други автори. Разликата между оплодените и активи-
раните ооцити е много малка, което може да се дължи на 
по - висока степен на активация. Martin (2000) използва 
при своите експерименти с ICSI само in vivo матурирани 
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Таблица 1. Степени на оплождане (%) при инжектирани със сперматозоиди, контролно инжектирани и неин-
жектирани яйцеклетки 48 часа след ICSI.
Table 1. Fertilization rates (%) of injected, control injected and not injected eggs 48 hours after ICSI

Групи 
Groups

Ооцити 
Oocytes n

Степен на делене, %
Development rates x ± SD

ICSI 155 43.6a                 ±11.7
Контрол 
Control 130 18.2b                 ±11.3

Неинжектирани
Not injected 126 17.3c                 ±10.1

a : b :c  P<0.001 ;  b : c  P<0.05

Таблица 2. Степен на развитие на инжектирани, контролни и неинжек-тирани ооцити 48 h лед  ICSI
Table 2. Development  rates (%) of injected, control injected and not injected eggs 48 hours after ICSI

Групи 
Groups

2– бластомера
  (blastomeres)

    x±SD

 4 – бластомера
(blastomeres)

    x±SD

  >4-бластомера
(blastomeres)

    x±SD

   Неразделени
  (Not injected)

    x±SD
ICSI  23.85a  ±11.37    15.58a   ±7.37    4.19a     ±6.37  56.39a  ±11.75
Контрол
Control   6.44b    ±9.05   2.08b       ±5.89    9.63b     ±6.91  81.85b  ±11.3

Неинжектирани
Not injected  8.45c      ±6.79   2.22c       ±4.28    6.58c     ±7.67  82.75c   ±10.09

a : b : c  P<.001 ;  b : c  P<0.05

Таблица 3. Пронуклеарна конфигурация на третираните но неразделени яйцеклетки 
Table 3.Pronuclear configuration of treated but not divided eggs

Групи
Groups

ана–телофаза II
ana- telophasa II

x±SD

2 пронуклеуса
2 pronuclei

x±SD

MII
x±SD

Неопределени
not defined

x±SD
ICSI 4.5        ±5.6 a 19.6    ±12.26a 16.2  ±10.1a 16.2        ±5.6
Контрол
Control 10.7      ±8.1b 0.0 b 49.6  ±12.8b 21.6        ±4.2

Неинжектирани
not injected 12.2     ±12.5c 0.7      ±2.1c 57.0   ±9.5c 12.8        ±8.6

a : b : c  P<0.001 ;  b : c  P<0.05

ооцити, чийто потенциал за развитие се приема като по 
– добър. Общите резултати ни водят до извода, че наша-
та техника за ICSI се нуждае от подобряване (Pereyra-
Bonnet, 2008).  Ние предполагаме, че проблемът е по 
– скоро в системата за in vitro култивиране. Голям про-
цент от ембрионите спираха развитието си на стадий 4 
– бластомера, което според Bavister (1995) се дължи на 
дефицити в средата за култивиране. Klocke (1999) също 
докладва за подобни проблеми. Това може да се дължи и 
на факта, че яйцеклетките, оплодени чрез инжектиране 
на сперматозоид, са подложени на значително по – голям 
стрес в сравнение с яйцеклетките, оплодени чрез конвен-

ционални IVF методи и това ги прави по - чувствителни 
към субоптимални условия на култивиране. Проблемите 
може да се дължат на промени в мембраните на спер-
матозоидите, предизвикани от обработката им и престоя 
в PVP. Много автори твърдят, че моментното състояние 
на сперматозоида напр. капацитиран или не, в различен 
стадий на зрелост и др. не влияят на резултатите от ICSI 
(Galli et al., 1999; Nakai et al., 2009 ). Тези фактори из-
искват по - сериозно изследване, особено при свинете, 
при които данните от прилагане на ICSI са сравнително 
малко, в сравнение с други видове животни и особено 
при човека. Тези експерименти могат да помогнат при 
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прилагането на метода за инжектиране на сексирани 
сперматозоиди, получаване на трансгенни животни за 
ксено-трансплантация и др.
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EJACULATED BOAR SPERM
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SUMMARY
 
The study was to test the effect of the injection of ejaculated boar sperm in in vitro maturated oocytes and determine the 

fertilization and development rates. Experiments were performed with the use of in vitro maturated oocytes and ejaculated 
and diluted sperm. Controls groups were injected with diluent and non-injected oocytes. After culturing in FTM (Fert Talp 
Medium) for 20 hours, the injected oocytes and controls were stained and analyzed for the development of the pronuclei. 
Fertilized eggs were cultured in NCSU 23 for 48 hours. Evolution was noted at 48 hours.

From the injected oocytes 43.6% were fertilized and began dividing. Only 4. 19% continued development over 4 blas-
tomeres.

The results were encouraging, but require more rigorous testing, particularly for pigs in which the data from the applica-
tion of the ICSI is relatively small as compared to other species, especially in man.


