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РЕФЕРАТ 
Оценка качества донорских ооцитов животных и их ком-
петентности к оплодотворению является важной задачей 
в репродуктивной биотехнологии. Одним из перспектив-
ных неинвазивных биомаркеров, который может исполь-
зоваться для вышеобозначенных целей, является внекле-
точная ДНК (внДНК). Этот показатель активно исследу-

ется в медицине, ориентированной на человека, однако его значение в оценке женских 
гамет продуктивных животных остается недостаточно изученным. В настоящем иссле-
довании проведен анализ содержания внДНК в фолликулярной жидкости свиней, аспи-
рированной из антральных овариальных фолликулов (диаметр ˃3мм, 3-5мм, <5мм), про-
анализировано влияние различных режимов центрифугирования на её выделение, а так-
же оценена жизнеспособность клеток гранулезы (доля клеток с пикнотическими ядра-
ми). Уровень клеток в состоянии пикноза определяли методом Тарковского, включаю-
щим гипотоническую обработку цитратом натрия, фиксацию уксусно-метанольной сме-
сью и микроскопический анализ после окрашивания по Романовскому–Гимзе. Установ-
лено, что концентрация внДНК в жидкости фолликулов изменяется в зависимости от их 
диаметра и режима центрифугирования. При увеличении ускорения центрифугирования 
наблюдалось снижение количества внДНК и рост доли клеток с пикнотическими ядра-
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ми, что свидетельствует об их повреждении. Идентифицирован режим центрифугирова-
ния (603,72 g в течение 5 минут), обеспечивающий максимальный уровень содержания 
внДНК при минимальном количестве пикнотических клеток. Кроме того, полученные 
данные согласуются с гипотезой о том, что внДНК может служить индикатором клеточ-
ного стресса, что особенно важно при оценке качества биоматериала в условиях in vitro. 
Представленные результаты подчеркивают важность выбора параметров центрифугиро-
вания для эффективного выделения внДНК с целью ее дальнейшего изучения как потен-
циального биомаркера качества ооцитов и перспективного прогностического индикатора 
фертильности продуктивных животных.  

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION  
Вспомогательные репродуктивные 

технологии занимают важное место в 
сохранении генетического разнообразия 
и воспроизводстве сельскохозяйственных 
животных. Оценка качества донорского 
ооцита и его компетентности к оплодо-
творению - важный этап клеточных ре-
продуктивных технологий. В настоящее 
время при оценке женских гамет исполь-
зуют морфологические показатели клеток 
кумулюса и гранулезы, анализ гормо-
нального статуса фолликулярной жидко-
сти [1, 2, 3]. Вышеуказанные показатели 
не дают полного представления о степени 
компетентности женской гаметы к созре-
ванию и оплодотворению.  В связи с чем 
поиск биомаркеров, позволяющий оцени-
вать их качество, продолжается. На сего-
дняшний день имеется информация о 
таком неинвазивном критерии качества 
женской гаметы, как циркулирующие 
свободные нуклеиновые кислоты 
(внДНК). Этот параметр в гуманной ме-
дицине рассматривается в качестве пер-
спективного биомаркера женской фер-
тильности при различных гинекологиче-
ских и акушерских патологиях [4]. Он 
может иметь диагностическую ценность 
для выявления нарушений овариального 
резерва и оценки состояния фолликуляр-
ного микроокружения [5].  

Внеклеточная ДНК (внДНК) пред-
ставляет собой фрагменты генетического 
материала, находящиеся в крови, слюне, 
моче, спинномозговой, амниотической и 
семенной жидкостях. Ее количество и 
характеристика позволяют получать важ-
ные сведения о генетических изменениях 
и клеточном состоянии неинвазивным 
методом [6, 7]. Гипотеза клеточной гибе-

ли предполагает, что в процессе апоптоза 
и некроза происходит высвобождение 
ДНК [8]. Это объясняет наличие внекле-
точной ДНК в виде мелких фрагментов, а 
также соответствует наблюдениям, что 
при состояниях, сопровождающихся гибе-
лью клеток, уровень внДНК в крови воз-
растает. Однако, внДНК находится даже 
там, где не произошла массовая гибель 
клеток [9], что может быть следствием 
других процессов, в которые вовлечена 
внДНК: активное участие в процессе 
окислительного стресса клеток, перенос 
генетического материала в другие клетки, 
роль в качестве межклеточного мессен-
джера [10, 11]. Молекулы внДНК разли-
чаются по источникам и механизмам об-
разования, длине фрагментов, видам цир-
куляции и модификациям [12, 13, 14, 15]. 
Концентрация внДНК в биологических 
жидкостях пациентов с онкологическими 
заболеваниями оценивается в три раза 
выше, чем у здоровых людей [16, 17, 18].  
Внеклеточная ДНК выявлена при гипер-
тонии [19], болезнях Паркинсона и Альц-
геймера [20] и ряде аутоиммунных забо-
леваниях [21]. В связи с уже имеющимися 
данными о содержании внДНК в различ-
ных биологических жидкостях, исследо-
вание внДНК в фолликулярной жидкости 
рассматривается как перспективный неин-
вазивный метод оценки качества женских 
гамет продуктивных животных. Фоллику-
лярная жидкость – сложная биологиче-
ская среда, содержащая в себе множество 
компонентов, способных выступать про-
гностическим признаком качества ооцита, 
циркулирующая в ней внДНК может слу-
жить потенциальным биомаркерам фер-
тильности [22, 23]. Присутствие внекле-
точной ДНК в фолликулярной жидкости 
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связано с апоптозом и некрозом клеток, 
окружающих развивающийся ооцит по 
мере роста фолликула [24]. В этом аспек-
те уровень внеклеточной ДНК может вы-
ступать дополнительным индикатором 
характера влияния гонадотропной стиму-
ляции на процессы фолликулогенеза и 
оогенеза [5]. Информация о внДНК в фол-
ликулярной жидкости и ее связь с каче-
ством ооцитов крайне ограничена, и в 
основном такие исследования относятся к 
области вспомогательных репродуктив-
ных технологий у женщин [3, 23]. Нали-
чие единичных данных о концентрации 
внДНК в фолликулярной жидкости круп-
ного рогатого скота и свиней не предо-
ставляют достаточно информации для 
понимания степени её влияния на ооциты, 
методические подходы к выделению вне-
клеточной ДНК из фолликулярной жидко-
сти свиней не разработаны, а сведения о 
различиях её содержания в фолликулах 
различного диаметра отсутствуют [25]. В 

связи с вышеизложенным, актуальным 
представляется вопрос о роли внеклеточ-
ной ДНК и её значении в динамике фол-
ликулогенеза.  

Цель настоящего исследования – 
адаптация этапов методологии выделения 
внДНК в фолликулярной жидкости ова-
риальных фолликулов Sus scrofa domesti-
cus путем выявления оптимальных режи-
мов и продолжительности центрифугиро-
вания с учетом показателя уровня клеток 
гранулезы с дегенерированным хромати-
ном и концентрации внДНК.  

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS  

В экспериментах использовали пост-
мортальные яичники свинок породы лан-
драс (возраст 5-8 месяцев), полученные 
на мясокомбинате "Тосненский" с после-
дующей их транспортировкой в физиоло-
гическом растворе (t 37°C). Для исследо-
ваний отбирали яичники на стадии фол-
ликулярного роста, без видимых патоло-

Рисунок 1 – Структурно-логическая схема эксперимента. 
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гических изменений. Фолликулярную 
жидкость и клетки гранулезы аспириро-
вали из 10–15 фолликулов каждого яич-
ника, ранжируя их в группы по диаметру 
( ø <3, 3–5, 5–8 мм) после чего центрифу-
гировали при следующих режимах: 5 и 10 
минут при 603,72, 1677, 3773,25 и 6708 g. 
Полученный осадок, содержащий клетки 
гранулезы, суспендировали в PBS для 
дальнейшего цитологического исследова-
ния (пикноз). Супернатант отбирали для 
последующей оценки концентрации 
внДНК с помощью набора QuDye dsDNA 
HS для определения количества двухце-
почечной ДНК (Lumiprobe). Полученные 
образцы внДНК анализировали на флуо-
риметре Qubit 3.0 (Thermo Fisher Scien-
tific).  

Определение доли пикнотичесчких 
клеток проводили по методу Тарковского 
[26].  Клетки гранулезы выдерживали в 
гипотоническом растворе цитрата натрия 
в течение 4 минут, после чего фиксирова-
ли раствором ледяной уксусной кислоты 
и метилового спирта (в соотношении 1:3). 
Высохшие суховоздушные препараты 
образцов клеток гранулезы окрашивали 
4% раствором Романовского–Гимзе (азур
-эозином) в течение 3–4 мин., после чего 
промывали стекла проточной водой, су-
шили на воздухе, а затем исследовали с 
помощью масляных импрессий под уве-
личением х900 на микроскопе Axio Im-
ager A1, Carl Zeiss (Германия). 

Схема эксперимента представлена на 
Рис.1. 

Результаты обрабатывали с помощью 
статистической программы Exсel. Досто-
верность исследуемых средних значений 
оценивали с помощью критерия х2 и кри-
терия Стьюдента при трех уровнях значи-
мости: р <0,05, р <0,01, р <0,001. 

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
Результаты экспериментов по отра-

ботке режимов центрифугирования жид-
кости из фолликулов разного диаметра 
представлены на рисунке 2, при центри-
фугировании 603,72 g в течение 5 минут 
содержание внДНК в фолликулах ø <3 мм 
оказалось значительно выше, чем в фол-
ликулах ø 3–5  мм (на 4,99 нг/мкл, p 

<0,001) и ø >5 мм (на 8,25 нг/мкл, p 
<0,05). Указанная тенденция сохранялась 
по мере увеличения числа оборотов (8,37 
нг/мкл при 1677g, 9,05 нг/мкл при 
3773,25g и 10,01 нг/мкл при 6708 g, в те-
чение 5 минут). При этом, внутри каждой 
группы, ранжированной по диаметру фол-
ликулов, наблюдались достоверные отли-
чия в уровне внДНК по мере изменения 
режима центрифугирования. В группах ø 
<3 мм центрифугирование при 603,72 g 
показало более высокую концентрацию 
внДНК в ФЖ в сравнении с группами, 
центрифугированными при 1677, 3773,25 
и 6708 g (на 3,23, 2,55 и 1,5 нг/мкл соот-
ветственно, р <0,001). Следует отметить, 
что в жидкости из фолликулов <3 мм, 
центрифугированной при 6708 g, уровень 
внДНК был ниже, чем при использовании 
режимов ускорения 1677 и 3773,25 g (на 
1,64 и 0,96 нг/мкл, р <0,001; р <0,05). В 
группе, содержащей жидкость, аспириро-
ванную из фолликулов ø 3-5 мм, также 
наблюдали снижение уровня внДНК в 
фолликулярной жидкости, отцентрифуги-
рованной при 6708 g в сравнении с режи-
мами центрифугирования 1677 и 3773,5 g 
(на 1,38 и 2,61 нг/мкл, р <0,01). В образ-
цах, содержащих жидкость из фолликулов 
ø >5 мм, была выявлена достоверная раз-
ница между группами жидкости фоллику-
лов, отцентрифугированных при 1677 и 
3773,25 g с увеличением в отношении 
второй на 1,09 нг/мкл, (р <0,001, Рис. 2). В 
вышеобозначенной группе фолликулов в 
результате центрифугирования при 6708 g 
также наблюдали минимальную концен-
трацию внДНК в сравнении с другими 
режимами центрифугирования (на 1,67 
нг/мкл в сравнении с центрифугировани-
ем при 603,72 g, на 1,32 нг/мкл при 1677 
g, и на 2,41 нг/мкл в сравнении с 3773,25 
g, р <0,001, Рис.2).  

Увеличение времени центрифугирова-
ния до 10 минут при тех же скоростных 
режимах демонстрирует схожую тенден-
цию с предыдущим показателем длитель-
ности центрифугирования, но с некоторы-
ми изменениями. 
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Рисунок 2 – Влияние режимов центрифугирования аспирата жидкости овари-
альных фолликулов разного диаметра на содержание внДНК (в течение 5 минут). 

 a:c, a:d; a:g; a:j; e:f, d:f, h:i, i:g, j:k, k:l, g:j; f:i; f:l; h:k; i l; j:l – р < 0,001; b:c, d:e, e:k – р< 0,01; a:b; d:j; c:l – 
р < 0,05. (Student’s t-test).  

Рисунок 3 – Влияние режимов центрифугирования аспирата жидкости овари-
альных фолликулов разного диаметра на содержание внДНК (в течение 10 минут). m:n, 

m:o, m:p, m:s, q:r, r:p, p:s, p:v, s:t , t:u, u:s, w:x, x:v – р < 0,001; p:q, v:w, q:w – р< 0,01; n:q, q:t, o:u, r:u, u:x – р < 
0,05.   (Student’s t-test). 

Достоверные отличия между временем центрифугирования по рис. 2 и рис. 3: 
a:m, j:v – р <0,001; d:p, h:t - р <0,01; l:x – р <0,05. 

Согласно данным, представленным на 
рисунке 3, содержание внДНК в фоллику-
лах ø <3 мм при увеличении времени цен-
трифугирования до 10 минут составило 
8,6 нг/мкл при 603,72 g, 10,84 нг/мкл при 
1677 g, 7,35 нг/мкл при 3773,25 g и 7,99 
нг/мкл при 6708 g, что значительно выше 
как уровня внДНК в жидкости фоллику-
лов ø 3-5 мм (на 2,17, 2,53, 1,1 и 1,96 нг/

мкл, р < 0.001), так и в жидкости фолли-
кулов ø >5 мм (на 6, 8,08, 3,21 и 5,05 нг/
мкл, р < 0,001) при одинаковых скоростях 
центрифугирования. Однако, при увели-
чении времени центрифугирования до 10 
минут наблюдали изменения в соотноше-
нии уровня внДНК в жидкости из фолли-
кулов одинакового диаметра в зависимо-
сти от числа оборотов. Так, в ФЖ из фол-
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ликулов ø <3 мм наблюдался рост уровня 
внДНК при увеличении оборотов от 
603,72 до 1677 g (на 2,24 нг/мкл, р 
<0,001) и от 603,72 до 3773,25 g (на 1,25 
нг/мкл, р <0,001). Схожую тенденцию 
наблюдали при увеличении числа оборо-
тов при центрифугировании с 1677 до 
3773,25 g (на 3,49 нг/мкл, р <0,001) и с 
1677 до 6708 g (на 2,85 нг/мкл, р <0,001). 
В результате оценки уровня содержания 
внДНК в жидкости, аспирированной из 
фолликулов ø 3-5 мм, обнаружено, что 
при центрифугировании образцов с ис-
пользованием режима ускорения - 1677 g,  
содержание внДНК увеличивается в срав-
нении с центрифугированием при 603,72 
g (на 1,88 нг/мкл, р < 0,05), при 3773,25 g 
- на 2,06 нг/мкл (р < 0,05) и при 6708 g - 
на 2,28 нг/мкл  (р < 0,05). В  ФЖ из фол-
ликулов ø >5 мм максимальная концен-
трация внДНК (4,14 нг/мкл), выявлена 
после центрифугировании при 3773,25 g, 
в течение 10 минут, что значительно вы-
ше на 1,54 нг/мкл, чем после центрифуги-
рования  при 603,72 g (р < 0,05), на 1,38 
нг/мкл чем при 1677 g (р < 0,05) и на 1,2 
нг/мкл при 6708 g (р < 0,05). Результаты, 
представленные на графике, показали 
значительное снижение концентрации 
внДНК по мере роста фолликулов при 
увеличении ускорения  от 1677 g до 

3773,25 g: на 3,49 нг/мкл в ФЖ из фолли-
кулов ø <3 мм, на 2,06 нг/мкл в фоллику-
лах ø 3-5 мм. Однако, в фолликулах ø >5 
мм уровень внДНК, наоборот, оказался 
выше на 1,38 нг/мкл (р <0,05). Увеличение 
времени центрифугирования до 10 минут 
при тех же оборотах показало снижение 
концентрации внДНК в ФЖ, полученной 
из фолликулов ø <3 мм при ускорении 
603,72 g (на 3 нг/мкл, р < 0,001) при 6708 
g (на 2,02 нг/мкл, р < 0,001), из фоллику-
лов ø 3-5 мм при 3773,25 g (на 1,52 нг/мкл, 
р < 0,01). После 10 минут центрифугиро-
вания в сравнении с 5 мин наблюдался 
рост внДНК в ФЖ, полученной из фолли-
кулов ø <3 мм после  центрифугирования 
при 1677 g на 2,47 нг/мкл (р < 0,01) и в 
ФЖ из фолликулов ø >5 мм при 6708 g – 
на 1,26 нг/мкл (р <0,05). 

Разница в режимах ускорения и вре-
мени центрифугирования оказывает суще-
ственное влияние на показатели жизне-
способности гранулезных клеток, вызывая 
повреждения, инициирующее клеточную 
гибель. Для выявления характера влияния 
вышеуказанных факторов в нашем иссле-
довании был оценен статус хроматина 
(уровень пикноза) в гранулезных клетках 
при различных режимах центрифугирова-
ния. 

Рисунок 4 – Влияние режимов центрифугирования аспирата жидкости овари-
альных фолликулов на статус хроматина гранулезных клеток Sus scrofa domesticus 

(время центрифугирования 5 минут). 
M:S, M:V, N:T, N:W, O:U, O:X, P:S, P:V, Q:T, Q:W, R:U, R:X, S:V, T:W, U:X  - р < 0,001. 
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Рисунок 5 – Влияние режимов центрифугирования аспирата жидкости овари-
альных фолликулов на статус хроматина гранулезных клеток Sus scrofa domesticus 

(время центрифугирования 10 минут). 
A:J, B:H, B:K, C:I, C:K, C:L, D:J, F:L, G:J, H:K, I:L  - р < 0,001 A:G, D:G, E:K, F:I – р<0,01 A:C, E:H – р < 

0,05 
Достоверные отличия между временем центрифугирования по рис. 4 и рис. 5: 

A:M, J:V, K:W, L:X – р<0,01 B:N, D:P, E:Q – р < 0,05. 

Результаты анализов по влиянию ре-
жимов центрифугирования на деструктив-
ные изменения хроматина в клетках гра-
нулезы свиней представлены на рис.4. 
После 5 минут центрифугирования доля 
клеток гранулезы с пикнотическими ядра-
ми, независимо от диаметра содержащих 
их фолликулов, оставалась на низком 
уровне при ускорении 603,72 и 1677 g. 
Значительный рост доли пикнотических 
клеток наблюдали внутри каждой группы 
фолликулов исследованных размеров по 
мере увеличения ускорения. Так, при ско-
рости центрифугирования 3773,25 g в 
группе фолликулов ø <3 мм наблюдали 
увеличение доли  пикнотических клеток 
на 33% в сравнении с ускорением 603,72 g 
(p <0,001) и на 28% в сравнении с 1677 g 
(p <0,001); в группе фолликулов - ø 3-5 
мм на 29% в сравнении с 603,72 g (p 
<0,001) и на 24% в сравнении с 1677 g (p 
<0,001); в популяции клеток из фоллику-
лов ø >5 мм – на 21% в сравнении с 
603,72 g (p <0,001) и на 16% в сравнении с 
1677 g (p <0,01). Тенденция к повышению 
доли пикнотических клеток приобретала 
более выраженный характер при увеличе-

нии оборотов до 6708 g: в гранулезных 
клетках из фолликулов диаметром ø <3, 3
-5 и >5 мм этот показатель достигал 72%, 
69% и 68% соответственно.  

Согласно результатам, представлен-
ным на рисунке 5, в наших эксперимен-
тах при увеличении времени центрифуги-
рования до 10 минут и разных режимах 
ускорения достоверных различий в соот-
ношении групп клеток в состоянии пик-
ноза из ФЖ фолликулов разного диамет-
ра не обнаружено. Однако тенденция ро-
ста деструктивных изменений структуры 
хроматина в клетках гранулезы из фолли-
кулов исследованных диаметров сохраня-
лась. При центрифугировании КГ из фол-
ликулов ø <3 мм при 603,72 g уровень 
пикнотических клеток был ниже в срав-
нении с клетками гранулезы после цен-
трифугирования при  3773,25 g (на 25%, p 
<0,001) и на 65%, (p <0,001) после цен-
трифугировании при 6708 g. КГ, получен-
ные из фолликулов ø 3–5 мм имели са-
мый низкий процент пикнотических кле-
ток также после центрифугирования при 
ускорения 603,72 g, что оказалось ниже, 
чем при 3773,25 g (на 30%, p <0,001) и 



Международный вестник ветеринарии, № 3, 2025 г. 

 

452  

6708 g (на 62%, p <0,001). В образцах КГ, 
выделенных из фолликулов ø >5 мм обна-
ружен самый низкий уровень пикнозов 
после центрифугирования при ускорении 
603,72 g и значительно ниже группы кле-
ток, центрифугированной при 3773,25 g 
(на 31%, p <0,001) и 6708 g (на 72%, p 
<0,001).  Увеличение времени центрифу-
гирования инициировало рост клеток с 
пикнотическими ядрами во всех исследу-
емых группах при тех же режимах цен-
трифугирования. Так, в КГ из фоллику-
лов ø <3 мм при увеличении времени цен-
трифугирования до 10 минут значительно 
возрастала доля клеток в состоянии пик-
ноза: после центрифугирования при 
603,72 g на 14% (p <0,01), при 1677 g на 
13% (p <0,05) и при 6708 g на 17%, (p 
<0,01). В клетках, полученных из ФЖ 
фолликулов ø 3-5 мм, после центрифуги-
ровании в течение 10 минут обнаружено 
повышение доли пикнотических клеток 
по сравнению с 5 минутами: при ускоре-
нии 603,72 g – на 12% (p <0,05), при 1677 
g - на 30% (p <0,05) и при 6708 g на 16%, 
(p <0,01). В образцах клеток из фоллику-
лов ø >5 мм, при увеличении времени 
центрифугирования наблюдали достовер-
ные различия в уровне пикнотических 
клеток только при ускорении 6708 g (на 
17%) в сравнении с 5 минутным центри-
фугированием (p <0,01). С увеличением 
времени центрифугирования до 10 минут 
в сравнении с 5минутами, достоверных 
различий в доле клеток с пикнотически-
ми ядрами из фолликулов всех исследуе-
мых размеров при 3773,25 g не обнаруже-
но.  

Повышенное содержание внДНК в 
жидкости фолликулов ø <3 мм наблюда-
лось независимо от времени и скорости 
центрифугирования, что может быть свя-
зано с деструктивными процессами на 
ранних этапах фолликулогенеза, когда в 
клетках гранулезы активируются апопто-
тические механизмы, инициирующие 
атретические процессы в фолликулах [27, 
28, 29, 30, 31]. В процессе роста фоллику-
лов клетки гранулезы активно коммуни-
цируют, по мере их развития наблюдает-
ся сокращение количества соматических 

клеток, что связано со снижением проли-
феративной активности, и, вероятно, вле-
чет снижение содержания внДНК в фол-
ликулах диаметром> 5 мм. При центрифу-
гировании аспирата с ускорением 603,72 
g в течение 5 минут выявлен минималь-
ный процент клеток гранулезы с деструк-
тивными изменениями хроматина. Даль-
нейшее повышение ускорения оборотов 
центрифугирования сопровождается 
риском механического повреждения кле-
точных структур, что, в свою очередь, 
может способствовать увеличению доли 
клеток, находящихся в состоянии пикно-
за. Как показывают полученные данные, 
при повышении оборотов (до 3773,25 g и 
6708 g) происходит углубление процессов 
повреждения структуры клеток, что, хотя 
и увеличивает долю клеток в состоянии 
пикноза, однако не приводит к такой вы-
сокой концентрации внДНК, как при 
603,72 (5 мин) и 1677 g (10 мин). Послед-
нее свидетельствует о возможном осажде-
нии фрагментов ДНК, вышедших их кле-
ток, поврежденных при повышении режи-
мов центрифугирования. Сокращение 
времени частично снижает негативное 
влияние высоких режимов центрифугиро-
вания, однако тенденция к уменьшению 
жизнеспособности клеток при повышении 
g сохраняется, что указывает на то, что 
продолжительность центрифугирования 
также является важным фактором, влияю-
щим на сохранность соматических кле-
ток. Центрифугирование при 3773,25 g и 
6708 g оказывает выраженное поврежда-
ющее воздействие, вне зависимости от 
времени. Последнее подтверждается вы-
соким процентом пикнотических клеток в 
образцах при использовании обоих вре-
менных режимов.  

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Отработаны этапы методологии полу-

чения внДНК и клеток гранулезы Sus 
scrofa domesticus из антральных овариаль-
ных фолликулов (ø <3, 3-5 и >5 мм).  Со-
держание внДНК в фолликулах разного 
диаметра составило, соответственно: в 
фолликулах диаметром <3 мм – 11.6 нг/
мкл, диаметром 3-5 мм – 6.61 нг/мкл, диа-
метром >5 мм – 3,35 нг/мкл. Высокий 
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уровень внДНК и низкие уровни пикноти-
ческих клеток, выявленных при центри-
фугировании с ускорением 603,72 g в те-
чение 5 минут, позволяют рекомендовать 
данный режим, как оптимальный для цен-
трифугирования аспирата жидкости фол-
ликулов диаметром <3, диаметром 3-5 и 
диаметром >5 мм, т. к. дальнейшее увели-
чение числа оборотов и времени центри-
фугирования повышает концентрацию 
внДНК, обусловленное, по-видимому, 
углублением деструктивных процессов  в 
клетках гранулезы (увеличение доли кле-
ток с ядрами в состоянии пикноза), что 
может свидетельствовать о повреждении 
клеток, и, как следствие, выходе ДНК во  
внеклеточное пространство. 
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ABSTRACT 

Assessment of the quality of animal do-
nor oocytes and their competence for fertili-
zation is an important task in reproductive 
biotechnology. Extracellular DNA is one of 
the promising noninvasive biomarkers that 

can be used for the above purposes. This 
indicator is actively being investigated in 
human-oriented medicine, but its signifi-
cance in assessing the female gametes of 
productive animals remains poorly under-
stood. The present study analyzes the con-
tent of cDNA in pig follicular fluid aspirated 
from antral ovarian follicles (diameter 3mm, 
3-5mm, <5mm), analyzes the effect of vari-
ous centrifugation modes on its isolation, 
and evaluates the viability of granulosa cells 
(proportion of cells with pycnotic nuclei). 
The level of cells in a state of pyknosis was 
determined by the Tarkovsky method, which 
included hypotonic treatment with sodium 
citrate, fixation with an acetic-methanol 
mixture, and microscopic analysis after Ro-
manovsky–Giemse staining. It was found 
that the concentration of cDNA in the folli-
cle fluid varies depending on their diameter 
and mode of centrifugation. With an in-
crease in the acceleration of centrifugation, a 
decrease in the amount of cDNA and an 
increase in the proportion of cells with pyc-
notic nuclei were observed, which indicates 
their damage. The centrifugation mode 
(603.72 g for 5 minutes) was identified, 
providing the maximum level of cDNA con-
tent with a minimum number of pycnotic 
cells. In addition, the data obtained is con-
sistent with the hypothesis that cDNA can 
serve as an indicator of cellular stress, which 
is especially important when assessing the 
quality of biomaterials in vitro. The present-
ed results emphasize the importance of 
choosing the parameters of centrifugation 
for the effective isolation of сDNA to further 
study it as a potential biomarker of oocyte 
quality and a promising predictive indicator 
of fertility in productive animals. 
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