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Аннотация: Цель работы заключалась в оценке эффективности метода микроинъекции ДНК в зиготу кур для 

получения трансгенной птицы. Была использована генная конструкция, содержащая репортерный 

ген галактозидазы с цитомегаловирусным промотором. Частота получения трансгенных особей 

в эксперименте составила 25%; при этом значительная часть эмбрионов (75%) была мозаична по 

интегрированному трансгену.

Summary: The work aim is DNA microinjection method evaluation into hen zygote for transgenic bird receiving. 

The gen construction has been used containing the reporter galactozydase gen with cytomegalovirus 

promoter. Transgenic individual receiving frequency has been 25 percent in the experiment. Significant part 

of embryos that is 75 percent has been mosaic for transgen integrated.
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Принципиальные возможности, 

которыми обладает современная 

молекулярная генетика, позволяют из-

менять генотип и фенотип целого ор-

ганизма. Конечно, человек воздейство-

вал на генотипы растений и животных 

тысячелетия, с тех пор как он начал 

заниматься сельским хозяйством. Но 

новейшая биология дает мощные и 

специфические средства воздействия 

на живые организмы. Поскольку не су-

ществует видового барьера для инте-

грации чужеродных генов, могут быть 

созданы линии трансгенных особей 

совершенно нового типа. В настоящее 

время намечены несколько направле-

ний создания трансгенной птицы [1].  

Самым очевидным и уже реализо-

ванным на практике является ис-

пользование трансгенных птиц в ка-

честве «фабрик» по производству 

определенных белков для медицин-

ских и промышленных целей [2]. Вто-

рое направление — получение про-

мышленных линий с наследственной 

устойчивостью к конкретным инфек-

ционным заболеваниям [3, 4]. Наибо-

лее сложным представляется повы-

шение продуктивных качеств путем 

трансгенеза с использованием росто-

вых и прочих количественных при-

знаков, которые, как правило, имеют 

полигенную основу [5–7].

В настоящее время существуют 

различные методы генетической мо-

дификации птицы [8]. Методы транс-

генеза обладают большим потенциа-

лом в приложении к практическому 

птицеводству. Использование транс-

генеза для переноса полезного гена 

даже от одной линии птицы к дру-

гой (что достижимо и обычными 

селекционными методами) может 

дать большую экономию времени и 

средств за счет исключения возврат-

ных скрещиваний, необходимых для 

удаления ненужных генов, передаю-

щихся при естественной половой 

гибридизации. Получение трансген-

ной птицы для хозяйственного ис-

пользования предполагает создание 

линий. С этой точки зрения птица 

обладает большим преимуществом 

перед сельскохозяйственными мле-

копитающими благодаря быстро-

му половому созреванию и высо-

кой плодовитости. Использование 

трансгенеза для передачи полезно-

го гена от одной породы или линии 

к другой даже у быстроразмножаю-

щейся птицы экономило бы многие 

годы, необходимые на многочислен-

ные скрещивания.

Для получения трансгенных жи-

вотных чаще всего прибегают к ми-

кроинъекции ДНК в яйцеклетки. 

Причем исследователи стремятся 

к тому, чтобы трансген содержался 

во всех клетках животного и обяза-

тельно в половых — для передачи по-

томству. Поэтому перенос генов про-

изводят на самых ранних стадиях 

развития организма. Подходящим 

временем является пребывание его 

в состоянии одной-единственной 

клетки — зиготы. Однако особен-

ности размножения птиц созда-

ют серьезные проблемы для иссле-

дователей. Курица образует в сутки 

одну оплодотворенную яйцеклет-

ку, которая слишком велика и нежна 

для таких манипуляций с ней, кото-

рыепроизводят с яйцеклетками мле-

копитающих при их инъецировании 

чужеродной ДНК. Для нормального 

эмбрионального развития птичьей 

яйцеклетке необходимы третичные 

оболочки: белковая, подскорлуп-

ные и скорлупа. Дробление куриной 

яйцеклетки начинается уже в белко-

вом отделе яйцевода, а в свежеснесен-

ном яйце имеется уже 50–60 тыс. кле-

ток. В основе разработанного нами 

метода лежит хирургическая опера-

ция, которая обеспечивает доступ к 

яйцеклетке, проведение в нее инъек-

ции ДНК и имплантацию обратно в 

яйцевод для формирования полно-

ценного инкубационного яйца. Са-

мой ответственной и трудоемкой 

стадией в этой технологии является 

имплантация яйцеклетки в яйцевод. 

Только из половины имплантиро-

ванных яйцеклеток получались мор-

фологически нормальные яйца [9].  
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Дальнейшее совершенствование это-

го метода позволило проводить инъ-

екции ДНК в яйцеклетки без их из-

влечения из половых путей птицы, 

вследствие чего существенно возрос-

ла эффективность метода [10]. Основ-

ное его достоинство заключается в от-

сутствии необходимости использовать 

сложную аппаратуру и среды для куль-

тивирования эмбрионов in vitro, выде-

лять и пересаживать бластодермаль-

ные или примордиальные клетки.

С целью быстрой оценки эффек-

тивности трансгенеза и экспрес-

сии трансгена в опыте использовали 

генную конструкцию, содержащую 

репортерный (индикаторный) ген 

галактозидазы с цитомегаловирус-

ным промотором [11].

Материалы и методы
Опыты проводили на курах поро-

ды белый леггорн. Кур содержали в 

индивидуальных клетках при искус-

ственном осеменении. У кур учиты-

вали овуляторные циклы, ежеднев-

но регистрируя время снесения ими 

яиц. На операцию брали кур с ожи-

даемой овуляцией через 15–20 мин 

после снесения яйца. Под местной 

анестезией у кур вскрывали брюш-

ную полость, обеспечивая доступ к 

воронке яйцевода. Инъекцию рас-

твора ДНК проводили стеклянной 

микропипеткой диаметром острия 

2–4 мкм в объеме 150–300 пиколи-

тров в центр зародышевого диска 

яйцеклетки через стенку воронки 

яйцевода. К сожалению, контроли-

ровать глубину погружения микро-

пипетки в яйцеклетку не представ-

лялось возможным из-за отсутствия 

подходящей оптики. После микро-

инъекции брюшную полость заши-

вали и помещали кур на свои места 

в клетки. Снесенные на следующий 

день яйца инкубировали. В опыте 

использовали смесь кольцевых и ли-

нейных (Hind III) молекул плазми-

ды pCMVlacZ. Эмбрионы вскрывали 

на 4–6-е сут. инкубации, окрашива-

ли и рассматривали под стереоми-

кроскопом. Об экспрессии инте-

грированного гена галактозидазы 

судили по появлению синей окрас-

ки тканей эмбрионов, которая раз-

вивается благодаря образующимся 

под воздействием галактозидазы 

нерастворимым кристаллам хромо-

фора из субстрата X Gal [12, 13].

Результаты и обсуждение
Из 21 яйца, содержавшего инъе-

цированные геном галактозидазы 

яйцеклетки, эмбриональное разви-

тие наблюдалось в 16. Из них транс-

генными оказались четыре, в том 

числе один был полностью окра-

шенным, т.е. полностью трансген-

ным (табл.).

По визуальной оценке, ген галак-

тозидазы экспрессировал и соответ-

ственно присутствовал во всех тканях 

этого эмбриона. Три эмбриона окра-

сились частично: были хорошо видны 

окрашенные хорда и зачатки внутрен-

них органов — свидетельство того, 

что мозаичность (химерность) полу-

чаемых трансгенных цыплят по инте-

грированному трансгену довольно ча-

стое явление (рис.).

Рис. Эмбрионы кур после  

окрашивания на галактозидаз-

ную активность:

А — частичное окрашивание;  

Б — полное окрашивание

Частота получения трансгенных 

особей в этом эксперименте соста-

вила 25%; при этом значительная 

часть эмбрионов (75%) была мозаич-

на по интегрированному трансгену.

Таким образом, разработанная хи-

рургическая операция и приемы ма-

нипуляции с яйцеклеткой кур, по-

зволяющие проводить в яйцеклетку 

микроинъекции ДНК, обеспечивают ее 

дальнейшее нормальное эмбриональ-

ное развитие. Микроинъекцией ДНК в 

зиготу получены трансгенные эмбрио-

ны кур с геном галактозидазы. Пока-

зана экспрессия трансгенов. Практи-

ческое приложение работы видится в 

использовании генных конструкций, 

которые могут придать птице новые 

свойства или улучшить имеющиеся. 

Например, способность синтезиро-

вать в организме ценные фармаколо-

гические препараты или усваивать не-

традиционные корма. Возможно также 

создание трансгенной птицы с фено-

типом, который превосходил бы уро-

вень, уже достигнутый в птицеводстве. 

Скажем, характеризовался бы улучше-

нием конверсии корма, уменьшени-

ем ожиренности тушки, увеличением 

устойчивости к заболеваниям. Возмож-

но также существенное повышение 

продуктивных качеств сельскохозяй-

ственной птицы, что является наибо-

лее сложной задачей ввиду далеко не-

полных на сегодняшний день знаний 

об обусловленности на генном уровне 

процессов роста и развития. Успехи в 

этом направлении вполне возможны и 

могут быть достигнуты иногда доста-

точно неожиданно, как это произошло 

с трансгенными по гену бычьего сома-

тотропина перепелами [14–16].
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