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Óñòàíîâëåíî, ÷òî ýôôåêòèâíîñòü ýëåêòðîñëèÿíèÿ çàâèñèò îò íàïðÿæåíèÿ, ïðîäîëæè-
òåëüíîñòè è êðàòíîñòè èìïóëüñà. Îïðåäåëåíû îïòèìàëüíûå ïàðàìåòðû ýëåêòðîñëèÿíèÿ äëÿ ìóëü-
òèïîðàòîðà (ôèðìà «Eppendorf», Ãåðìàíèÿ): äâà ïîñëåäîâàòåëüíûõ èìïóëüñà ïîñòîÿííîãî ýëåêòðè-
÷åêîãî ïîëÿ ñ íàïðÿæåíèåì 30 Â ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ 15 ìêñ, êîòîðûì ïðåäøåñòâóåò èìïóëüñ 
ïåðåìåííîãî ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ ñ íàïðÿæåíèåì 5 Â ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ 10 ñ. Óñòàíîâëåíî, 
÷òî ïðè «ñëåïîì» ìåòîäå ýíóêëåàöèè ïåðâîå ïîëÿðíîå òåëüöå, ñëóæàùåå îðèåíòèðîì ðàñïîëîæå-
íèÿ õðîìîñîì, íå äîëæíî îòêëîíÿòüñÿ îò ìåñòà èõ ëîêàëèçàöèè áîëåå ÷åì íà 10°. 

 

Êëþ÷åâûå ñëîâà: êóëüòèâèðîâàíèå in vitro, îîöèò, ïåðåñàäêà ÿäåð ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê 
êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, ýëåêòðîñëèÿíèå, ýíóêëåàöèÿ. 
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Ñîìàòè÷åñêîå êëîíèðîâàíèå øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ ïðè ïîëó÷åíèè 
òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ è â áèîìåäèöèíñêèõ èññëåäîâàíèÿõ (1).  

Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî â ïîñëåäíèå ãîäû â îáëàñòè êëîíèðîâàíèÿ 
äîñòèãíóòû îïðåäåëåííûå óñïåõè, ýôôåêòèâíîñòü ìåòîäà ó êðóïíîãî ðîãà-
òîãî ñêîòà, à òàêæå äðóãèõ äîìàøíèõ æèâîòíûõ îñòàåòñÿ êðàéíå íèçêîé, 
âûñîêà ÷àñòîòà àíîìàëüíîãî ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ, à ðîæäåííîå ïî-
òîìñòâî ìåíåå æèçíåñïîñîáíî (2-4).  

 Ñóùíîñòü êëîíèðîâàíèÿ çàêëþ÷àåòñÿ â óäàëåíèè ñîáñòâåííîãî ãå-
íåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà çðåëîé ÿéöåêëåòêè è çàìåíû åãî íà ãåíåòè÷åñêèé 
ìàòåðèàë ñîìàòè÷åñêîé êëåòêè (ðåêîíñòðóêöèÿ). ×àùå âñåãî äëÿ ýòîãî 
îñóùåñòâëÿþò ïîëíóþ ýíóêëåàöèþ õðîìîñîì îîöèòà íà ñòàäèè ìåòàôàçû 
II äåëåíèÿ ìåéîçà ñ ïîñëåäóþùåé èíúåêöèåé â åãî ïåðèâèòåëëèíîâîå ïðî-
ñòðàíñòâî ñîìàòè÷åñêîé êëåòêè-äîíîðà (5). 

 Äëÿ âèçóàëèçàöèè ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì îîöèòû îêðàøèâàþò ôëóî-
ðåñöåíòíûì âèòàëüíûì êðàñèòåëåì Hoechst 33342 è ïðîöåäóðà ýíóêëåàöèè 
ïðîâîäèòñÿ â óëüòðàôèîëåòîâîì ñâåòå (6). Îäíàêî òàêîé ìåòîäè÷åñêèé ïðè-
åì íåãàòèâíî âëèÿåò íà æèçíåñïîñîáíîñòü ÿéöåêëåòîê, à âïîñëåäñòâèè è 
ýìáðèîíîâ (7). Âîçìîæíîå ðåøåíèå ïðîáëåìû — òàê íàçûâàåìàÿ ñëåïàÿ 
ýíóêëåàöèÿ, êîãäà îðèåíòèðîì ðàñïîëîæåíèÿ ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì ñëó-
æèò ïåðâîå ïîëÿðíîå òåëüöå. Ñ òî÷êè çðåíèÿ ñîõðàíåíèÿ ïîëíîöåííîñòè 
è ñïîñîáíîñòè ê ïîñëåäóþùåìó ýìáðèîíàëüíîìó ðàçâèòèþ ñëåïîé ìåòîä  
ýíóêëåàöèè ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê íàèáîëåå ýôôåêòèâíûé (8). Îäíàêî è 
çäåñü ìîãóò âîçíèêíóòü ïðîáëåìû. Ïîñëå âûäåëåíèÿ ïåðâîãî íàïðàâèòåëü-
íîãî òåëüöà ìåòàôàçíàÿ ïëàñòèíêà êàêîå-òî âðåìÿ íàõîäèòñÿ â íåïîñðåä-
ñòâåííîé áëèçîñòè ñ íèì. Çàòåì ïî ìåðå ñòàðåíèÿ ÿéöåêëåòêè ñâÿçü ìåæäó 
õðîìîñîìàìè è íàïðàâèòåëüíûì òåëüöåì ðàçðóøàåòñÿ è îíî íà÷èíàåò ìèã-
ðèðîâàòü â ïåðèâèòåëëèíîâîì ïðîñòðàíñòâå. Ïîäîáíîå îáñòîÿòåëüñòâî ïðè-
âîäèò ê çàòðóäíåíèþ èëè íåâîçìîæíîñòè êà÷åñòâåííîé ýíóêëåàöèè (9). 
                                                 
∗ Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìèíèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ, øèôð 2012-1.4-

12-000-2021-009. Â ïðîâåäåíèè èññëåäîâàíèé èñïîëüçîâàíî îáîðóäîâàíèå ÖÊÏ «Áèîðåñóðñû è áèîèíæå-
íåðèÿ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ» ÃÍÓ ÂÈÆ Ðîññåëüõîçàêàäåìèè. 
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Ïîýòîìó òðåáóåòñÿ èäåíòèôèêàöèÿ ôàêòîðîâ, âëèÿþùèõ íà ýôôåêòèâ-
íîñòü ñëåïîãî ìåòîäà  óäàëåíèÿ õðîìîñîì.   

Ïî çàâåðøåíèè ýíóêëåàöèè âûïîëíÿþò ñëèÿíèå öèòîïëàñòà è êà-
ðèîïëàñòà ñ îáðàçîâàíèåì íîâîé ðåêîíñòðóèðîâàííîé êëåòêè. Äàëüíåéøåå 
ðàçâèòèå êëîíèðîâàííûõ ýìáðèîíîâ íàïðÿìóþ çàâèñèò îò ðåçóëüòàòèâíî-
ñòè îáúåäèíåíèÿ ðåöèïèåíòà è äîíîðñêîé êëåòêè, à òàêæå ñîõðàíåíèÿ 
æèçíåñïîñîáíîñòè îáðàçîâàâøåãîñÿ ãèáðèäà (10-14). 

Â ïðàêòèêå ñîìàòè÷åñêîãî êëîíèðîâàíèÿ øèðîêîå ðàñïðîñòðàíå-
íèå ïîëó÷èëà ìåòîäèêà ñëèÿíèÿ öèòîïëàñòà è êàðèîïëàñòà ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ÿâëåíèÿ ýëåêòðîïðîáîÿ ìåìáðàí êîíòàêòèðóþùåé ïàðû â èìïóëüñ-
íîì ýëåêòðè÷åñêîì ïîëå (ìåòîä ýëåêòðîñëèÿíèÿ). Ýëåêòðè÷åñêèé èìïóëüñ 
èíäóöèðóåò îáðàòèìîå íàðóøåíèå öåëîñòíîñòè êëåòî÷íîé ìåìáðàíû. Ïðè 
ýòîì îáðàçóþòñÿ òðàíñìåìáðàííûå ïîðû, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ìåìáðàíà ðàç-
ðÿæàåòñÿ è ñæèìàåòñÿ. Íàðóøåíèå öåëîñòíîñòè ìåìáðàíû ñïîñîáñòâóåò 
ñëèÿíèþ êëåòîê. Â ìåñòàõ êîíòàêòà ìåæäó êëåòêàìè îáðàçóþòñÿ êàíàëû 
öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí, ïî êîòîðûì ïðîèñõîäèò îáìåí öèòîïëàçìà-
òè÷åñêèì êîëëîèäîì. Â ðåçóëüòàòå èç äâóõ êëåòîê ôîðìèðóåòñÿ îäíà. Íå-
èñïîëüçîâàííûé ìåìáðàííûé ìàòåðèàë îêàçûâàåòñÿ âêëþ÷åííûì â öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêèå âàêóîëè (15). 

Â ñïåöèàëüíîé ëèòåðàòóðå îïèñàíî ìíîæåñòâî ðàçíîîáðàçíûõ ìå-
òîäîâ ýëåêòðîñëèÿíèÿ êëåòîê, ÷òî îáóñëîâëåíî êàê òåõíè÷åñêèìè õàðàêòå-
ðèñòèêàìè ïðèáîðîâ, èñïîëüçóåìûõ äëÿ ýòèõ öåëåé, òàê è îñîáåííîñòÿìè 
ðàçëè÷íûõ òèïîâ êëåòîê. Ê ôàêòîðàì, âëèÿþùèì íà ýôôåêòèâíîñòü îáúå-
äèíåíèÿ öèòîïëàñòà è êàðèîïëàñòà, îòíîñÿòñÿ íàïðÿæåíèå, ïðîäîëæèòåëü-
íîñòü è ïîâòîðÿåìîñòü ýëåêòðè÷åñêîãî èìïóëüñà.   

Íàøåé öåëüþ áûëî èçó÷åíèå ýôôåêòèâíîñòè ñëåïîé ýíóêëåàöèè 
îîöèòîâ êîðîâ â çàâèñèìîñòè îò ðàñïîëîæåíèÿ ïåðâîãî íàïðàâèòåëüíîãî òåëü-
öà îòíîñèòåëüíî õðîìîñîì íà ìåòàôàçå II, à òàêæå îïòèìèçàöèÿ ïàðà-
ìåòðîâ ñëèÿíèÿ ýíóêëåèðîâàííîãî îîöèòà è ñîìàòè÷åñêîé êëåòêè ìåòî-
äîì ýëåêòðîïðîáîÿ ìåìáðàí êîíòàêòèðóþùåé ïàðû â èìïóëüñíîì ýëåê-
òðè÷åñêîì ïîëå.  

Ìåòîäèêà. Èñòî÷íèêîì îîöèò-êóìóëþñíûõ êîìïëåêñîâ (ÎÊÊ) ñëó-
æèëè ÿè÷íèêè êîðîâ è òåëîê, îòîáðàííûå ïîñëå óáîÿ. Òðàíñïîðòèðîâêó 
ÿè÷íèêîâ îñóùåñòâëÿëè â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå ïðè òåìïåðàòóðå 28-
35 °Ñ â òå÷åíèå 3-4 ÷. Âûäåëåííûå ìåòîäîì ðàññå÷åíèÿ âèäèìûõ ôîëëè-
êóëîâ ÎÊÊ êóëüòèâèðîâàëè ãðóïïàìè ïî 35-40 îîöèòîâ â ìîäèôèöèðî-
âàííîé ñðåäå ÒÑ199, ñîäåðæàùåé HEPES (25 ìÌ), Na-ïèðóâàò (1 ìÌ), 
ôåòàëüíóþ áû÷üþ ñûâîðîòêó (10 %), ãîíàäîòðîïèíû (ÔÑÃ è ËÃ — ôîë-
ëèêóëîñòèìóëèðóþùèé è ëþòåèíèçèðóþùèé ãîðìîíû) è ãåíòàìèöèí 
(50 ìêã/ìë). ×åðåç 20-24 ÷ ñîçðåâàíèÿ ÎÊÊ îáðàáàòûâàëè 0,1 % ðàñòâî-
ðîì ãèàëóðîíèäàçû, ìåõàíè÷åñêè óäàëÿëè êóìóëþñíûå êëåòêè (ÊÊ) è îò-
áèðàëè îîöèòû ñ ïåðâûì ïîëÿðíûì òåëüöåì (ÏÏÒ). 

Äëÿ èçó÷åíèÿ ýôôåêòèâíîñòè ñëåïîé ýíóêëåàöèè â çàâèñèìîñòè îò 
ìåñòà ëîêàëèçàöèè ÏÏÒ îòíîñèòåëüíî õðîìîñîì îãîëåííûå îîöèòû îêðà-
øèâàëè âèòàëüíûì ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì Hoechst 33342 è ðàçäåëÿ-
ëè íà ãðóïïû: I ãðóïïà — îðèåíòèðîâàííûå îîöèòû, ó êîòîðûõ õðîìîñîìû 
ðàñïîëîæåíû ðÿäîì ñ ÏÏÒ (0-5°); II ãðóïïà — îîöèòû, â êîòîðûõ íàáëþ-
äàåòñÿ îòêëîíåíèå ÏÏÒ íå áîëåå ÷åì íà 10°; III è IV ãðóïïû — îîöèòû c 
îòêëîíåíèåì ÏÏÒ â äèàïàçîíå ñîîòâåòñòâåííî îò 11 äî 30° è áîëåå 31°. 
Ëîêàëèçàöèþ ÏÏÒ îïðåäåëÿëè íà ôëóîðåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå (Axiovert 
40 CFL, «Carl Zeiss GmbH», Ãåðìàíèÿ), èçìåðÿÿ óãîë ìåæäó ëèíèÿìè, ñî-
åäèíÿþùèìè öåíòð îîöèòà ñ ïåðâûì ïîëÿðíûì òåëüöåì è ñ ìåòàôàçíîé 
ïëàñòèíêîé. Ïîñëå ïðîöåäóðû ñëåïîé ýíóêëåàöèè îîöèòû ïîâòîðíî îêðà-
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øèâàëè Hoechst 33342 ñ ïîñëåäóþùåé îöåíêîé ýôôåêòèâíîñòè óäàëåíèÿ 
èõ ñîáñòâåííîãî ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà íà ôëóîðåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå. 

Â êà÷åñòâå êàðèîïëàñòîâ èñïîëüçîâàëè ôåòàëüíûå ôèáðîáëàñòû 
êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, âûäåëåííûå è ïîäãîòîâëåííûå ê ïåðåíîñó, êàê 
îïèñàíî ðàíåå (16).  

Ýíóêëåàöèþ îîöèòîâ è ïåðåíîñ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê îñóùåñòâëÿëè 
ìåòîäîì ïðÿìîãî ïðîêîëà çîíû ïåëëþöèäà c ïîìîùüþ òðåõìåðíîãî ãèä-
ðàâëè÷åñêîãî ìèêðîìàíèïóëÿòîðà ñ òî÷íîé íàñòðîéêîé (ôèðìà «Narishige», 
ßïîíèÿ), êîíòðîëèðóÿ ïðîöåäóðó ïîä ìèêðîñêîïîì Diaphot (ôèðìà «Ni-
con», ßïîíèÿ). Ñëèÿíèå öèòîïëàñòà è êàðèîïëàñòà ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ìóëüòèïîðàòîðà ôèðìû «Eppendorf» (Ãåðìàíèÿ). Äëÿ ýòîãî ðåêîí-
ñòðóèðîâàííûå îîöèòû ïîìåùàëè â ïðåäâàðèòåëüíî çàïîëíåííóþ áóôåðîì 
(Eppendorf ¹ 4308070.536) ìèêðîêàìåðó ñ ðàññòîÿíèåì ìåæäó ýëåêòðîäàìè 
0,2 ìì. Ñ öåëüþ îïðåäåëåíèÿ óñëîâèé ýëåêòðîñëèÿíèÿ áûëî ïðîâåäåíî äâà 
ýêñïåðèìåíòà. Â ïåðâîì îîöèòû ïîäâåðãàëè âîçäåéñòâèþ ýëåêòðè÷åñêîãî 
ïîëÿ ïåðåìåííîãî òîêà (3 è 5 Â) â òå÷åíèå 5, 10, 15, 20 è 25 ñ, îöåíèâàÿ 
èõ ðàñõîæäåíèå ê ýëåêòðîäàì è îðèåíòàöèþ ìåñòà êîíòàêòà ìåæäó êëåòêà-
ìè îòíîñèòåëüíî ñèëîâûõ ëèíèé ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ. Âî âòîðîì ýêñïå-
ðèìåíòå ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ ïåðåìåííîãî òîêà, ïàðà-
ìåòðû êîòîðîãî áûëè îïðåäåëåíû â ïåðâîì ýêñïåðèìåíòå, îîöèòû ïîäâåð-
ãàëèñü äåéñòâèþ îäíîãî è äâóõ ïîñëåäîâàòåëüíûõ ïðÿìîóãîëüíûõ èìïóëü-
ñîâ ïîñòîÿííîãî òîêà (20, 25, 30, 35, 40, 45 è 50 Â) ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ 
15 è 30 ìêñ. Îáðàáîòàííûå òàêèì îáðàçîì îîöèòû çàòåì êðàòêîâðåìåííî 
êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 2 ÷ â ñðåäå CR1aa (17). Â ýòèõ ýêñïåðèìåíòàõ 
òàêæå îöåíèâàëè êà÷åñòâî ãèáðèäîâ ïî íàëè÷èþ èëè îòñóòñòâèþ äåãåíåðà-
òèâíûõ èçìåíåíèé (ñæàòèå è/èëè ëèçèñ ñîäåðæèìîãî). Ðåçóëüòàòèâíîñòü 
ñëèÿíèÿ îïðåäåëÿëè ïî äîëå îáðàçîâàíèÿ èç êîìïëåêñîâ öèòîïëàñò—êà-
ðèîïëàñò ìîðôîëîãè÷åñêè íîðìàëüíûõ ñòàáèëèçèðîâàííûõ ãèáðèäîâ.  

Ïîëó÷åííûå äàííûå âûðàæàëè êàê ñðåäíèå ïðîöåíòû, ïîäâåðãàëè 
àðêñèíóñíîé òðàíñôîðìàöèè è çàòåì îáðàáàòûâàëè ìåòîäîì îäíîôàêòîð-
íîãî äèñïåðñèîííîãî àíàëèçà. Äëÿ îöåíêè äîñòîâåðíîñòè ðàçëè÷èé ñðàâ-
íèâàåìûõ ñðåäíèõ çíà÷åíèé èñïîëüçîâàëè êðèòåðèé Òüþêè. Ñòàòèñòè÷å-
ñêóþ îáðàáîòêó ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû Sig-
maStat. Ïîâòîðíîñòü ýêñïåðèìåíòîâ 3-êðàòíàÿ. 

Ðåçóëüòàòû. Ýôôåêòèâíîñòü ñëåïîé ýíóêëåàöèè îîöèòîâ ñíèæà-
ëàñü ñ óâåëè÷åíèåì óãëà îòêëîíåíèÿ ÏÏÒ îò ìåñòà ðàñïîëîæåíèÿ õðîìî-
ñîì (òàáë.).  

Ýôôåêòèâíîñòü ñëåïîé ýíóêëåàöèè â çàâèñèìîñòè îò ðàñïîëîæåíèÿ ïåðâîãî 
ïîëÿðíîãî òåëüöà (ÏÏÒ) â îîöèòàõ êîðîâ 

Ïîëó÷åíî öèòîïëàñòîâ  
Ãðóïïà Óãîë îòêëîíåíèÿ ÏÏÒ Âñåãî îîöèòîâ, n 

n %, Õ±õ 
I 0-5° 110 109 97,2±2,2 
II 6-10° 62 51 82,3±3,4 
III 11-30° 57 35 61,4±4,3 
IV 31-90° 47 12 25,5±3,5 

 

Íàèáîëüøèé âûõîä öèòîïëàñòîâ ïîëó÷èëè â I ãðóïïå èç îîöèòîâ, ó 
êîòîðûõ õðîìîñîìû ðàñïîëàãàëèñü ðÿäîì ñ ÏÏÒ. Â ñëó÷àå êîãäà ÏÏÒ îò-
êëîíÿëîñü îò ìåñòà ëîêàëèçàöèè ìåòàôàçû II íà 6° è áîëåå, ýôôåêòèâ-
íîñòü ýíóêëåàöèè äîñòîâåðíî ñíèæàëàñü. Òàê, âî II, III è IV ãðóïïàõ äîëÿ 
ýíóêëåèðîâàííûõ êëåòîê áûëà ìåíüøå, ÷åì â I ãðóïïå, ñîîòâåòñòâåííî íà 
14,9 (ð < 0,05); 35,8 è 71,7 % (ð < 0,001).  

Êðîìå òîãî, ïðîÿâèëàñü çàâèñèìîñòü ðåçóëüòàòèâíîñòè ñëèÿíèÿ öè-
òîïëàñòà è êàðèîïëàñòà îò ïîêàçàòåëåé ïðèìåíÿåìîãî ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ. 
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Òàê, íà ýôôåêòèâíîñòü ðàñõîæäåíèå îîöèòîâ ê ýëåêòðîäàì è îðèåíòàöèþ 
ìåñòà êîíòàêòà ìåæäó êëåòêàìè îòíîñèòåëüíî ñèëîâûõ ëèíèé ýëåêòðè÷å-
ñêîãî ïîëÿ âëèÿëî êàê íàïðÿæåíèå èìïóëüñà, òàê è åãî ïðîäîëæèòåëüíîñòü 
(ïåðâûé ýêñïåðèìåíò). Â âàðèàíòå ñ íàïðÿæåíèåì 3 Â ïîëíîå ðàñõîæäåíèå 
îîöèòîâ ê ýëåêòðîäàì ïðîèñõîäèëî òîëüêî ïðè äëèòåëüíîñòè èìïóëüñà 20 è 
25 ñ, îäíàêî òàêîå âîçäåéñòâèå ñîïðîâîæäàëîñü ñæàòèåì è ëèçèñîì ñîäåð-
æèìîãî îîöèòîâ. Îïòèìàëüíûìè ïàðàìåòðàìè ïåðåìåííîãî ýëåêòðè÷åñêîãî 
ïîëÿ, îáåñïå÷èâàþùèìè óñïåøíîå ðàñõîæäåíèå îîöèòîâ ê ýëåêòðîäàì è ñî-
õðàíåíèå èõ êà÷åñòâà, ñëåäóåò ñ÷èòàòü èìïóëüñ ñ íàïðÿæåíèåì 5 Â è ïðî-
äîëæèòåëüíîñòüþ 10 ñ. Óâåëè÷åíèå ïåðèîäà âîçäåéñòâèÿ, êàê è â ïåðâîì 
âàðèàíòå, ïðèâîäèëî ê ïîÿâëåíèþ äåãåíåðàòèâíûõ èçìåíåíèé â îîöèòàõ.  

Âî âòîðîì ýêñïåðèìåíòå (ðèñ.) íàèáîëüøàÿ äîëÿ îáðàçîâàíèÿ ãèá-
ðèäîâ íàáëþäàëàñü ïðè èñïîëüçîâàíèè äâóõ ïîñëåäîâàòåëüíûõ èìïóëüñîâ 
ïîñòîÿííîãî ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ ñ íàïðÿæåíèåì 30 Â è ïðîäîëæèòåëüíî-
ñòüþ 15 ìêñ. Äàëüíåéøåå ïîâûøåíèå íàïðÿæåíèÿ äî 35 Â íå ïðèâîäèëî ê 
ïîëîæèòåëüíûì ðåçóëüòàòàì: äîëÿ ñëèÿíèÿ öèîïëàñòîâ ñ êàðèîïëàñòàìè 
óìåíüøèëàñü íà 14,5 % è ñîñòàâèëà 68,8 % (ñì. ðèñ., Á). Ïðè ðîñòå  
ïðîäîëæèòåëüíîñòè äâóõ ïîñëåäîâàòåëüíûõ èìïóëüñîâ (ñì. ðèñ., Ã) ýô-
ôåêòèâíîñòü ñëèÿíèÿ öèòîïëàñòà è êàðèîïëàñòà ñíèæàëàñü. Ñ ïîâûøåíèåì 
íàïðÿæåíèÿ èìïóëüñà ñ 25 äî 40 Â ïðîèñõîäèëî ïëàâíîå óâåëè÷åíèå äîëè 
ãèáðèäîâ ñ äåãåíåðàòèâíûìè èçìåíåíèÿìè (ñ 16,6 äî 80,0 %).  

 

Ýôôåêòèâíîñòü ñëèÿíèÿ öèòîïëàñòà è êàðèîïëàñòà êîðîâ â çàâèñèìîñòè îò íàïðÿæåíèÿ, ÷èñëà è 
ïðîäîëæèòåëüíîñòè èìïóëüñà ïîñòîÿííîãî ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ: À — 1 èìïóëüñ ïðîäîëæèòåëü-
íîñòüþ 15 ìêñ, Á — 2 èìïóëüñà ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ 15 ìêñ, Â — 1 èìïóëüñ ïðîäîëæèòåëü-
íîñòüþ 30 ìêñ, Ã — 2 èìïóëüñà ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ 30 ìêñ; à — äîëÿ ñëèÿíèÿ, %, á — äîëÿ 
ðåãåíåðàöèè, %.  

 

Ìàëîýôôåêòèâíûì ñ òî÷êè çðåíèÿ îáðàçîâàíèÿ ãèáðèäîâ îêàçàëîñü 
èñïîëüçîâàíèå îäíîêðàòíîãî ýëåêòðè÷åñêîãî èìïóëüñà ïðîäîëæèòåëüíî-
ñòüþ 15 ìêñ (ñì. ðèñ., À). Îäíîêðàòíîå âîçäåéñòâèå â òå÷åíèå 30 ìêñ (ñì. 
ðèñ., Â) ïðè èñïîëüçîâàíèè èìïóëüñîâ ñ íàïðÿæåíèåì 25, 30 è 35 Â ïðè-
ìåðíî â ðàâíîé ñòåïåíè ïîâûøàëî äîëþ ñëèÿíèÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ âàðèàí-
òîì 20 Â — ñîîòâåòñòâåííî íà 47,5; 44,4 è 57,4 % (ð < 0,001). 

Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî íåñìîòðÿ íà ïîâûøåíèå äîëè ñëèÿíèå 
ïðè ðîñòå ïðîäîëæèòåëüíîñòè âîçäåéñòâèÿ îäíîêðàòíîãî ýëåêòðè÷åñêîãî 
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èìïóëüñà (ñì. ðèñ., Â), åãî ýôôåêò ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâûì îò äâóõ 
ïîñëåäîâàòåëüíûõ èìïóëüñîâ ìåíüøåé ïðîäîëæèòåëüíîñòè (ñì. ðèñ., Á) 
îêàçàëñÿ íèæå. Ïðè ðåæèìå 25 Â/30 ìêñ áûëî ïîëó÷åíî ñîîòâåòñòâåííî íà 
35,8 (ð < 0,001) è 21,3 % (ð < 0,001) ìåíüøå ãèáðèäîâ, ÷åì â âàðèàíòàõ 
30 Â/15 ìêñ è 35 Â/15 ìêñ. 

Ñëåäóåò òàêæå îòìåòèòü, ÷òî óâåëè÷åíèå êðàòíîñòè èìïóëüñà óñè-
ëèâàëî îáðàçîâàíèå ãèáðèäîâ íåçàâèñèìî îò ñèëû èìïóëüñà. Òàê, â âàðè-
àíòàõ ñ 20, 25, 30, 35 è 40 Â ïðè äâóõ ïîñëåäîâàòåëüíûõ èìïóëüñàõ 
÷àñòîòà ñëèÿíèÿ ïîâûøàëàñü íà 23,0; 10,1; 53,7 (ð < 0,001); 34,3 (ð < 0,001) 
è 9,3 % ïî ñðàâíåíèþ ñ ïîêàçàòåëÿìè ïðè ñîîòâåòñòâóþùèõ îäíîêðàò-
íûõ âîçäåéñòâèÿõ.  

Èòàê, äëÿ ýôôåêòèâíîãî óäàëåíèÿ õðîìîñîì èç îîöèòà êðóïíîãî 
ðîãàòîãî ñêîòà ïåðâîå ïîëÿðíîå òåëüöå, ñëóæàùåå îðèåíòèðîì èõ ðàñïî-
ëîæåíèÿ ïðè ñëåïîé ýíóêëåàöèè, íå äîëæíî îòêëîíÿòüñÿ îò ìåñòà ëîêàëè-
çàöèè ìåòàôàçû II áîëåå ÷åì íà 10°. Ðåçóëüòàòèâíîñòü ñëèÿíèÿ öèòîïëàçì 
ýìáðèîíàëüíîãî ôèáðîáëàñòà è ýíóêëåèðîâàííîãî îîöèòà êîðîâû çàâèñèò 
îò íàïðÿæåíèÿ, ïðîäîëæèòåëüíîñòè è êðàòíîñòè ýëåêòðè÷åñêîãî èìïóëüñà. 
Â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ äëÿ ýòèõ öåëåé ìóëüòèïîðàòîðà ôèðìû «Eppen-
dorf» (Ãåðìàíèÿ) îïòèìàëüíûé ðåæèì âîçäåéñòâèÿ âêëþ÷àåò äâà ïîñëåäî-
âàòåëüíûõ èìïóëüñà ïîñòîÿííîãî ýëåêòðè÷åêîãî ïîëÿ ñ íàïðÿæåíèåì 30 Â 
è ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ 15 ìêñ, êîòîðîìó ïðåäøåñòâóåò èìïóëüñ ïåðåìåííîãî 
ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ ñ íàïðÿæåíèåì 5 Â è ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ 10 ñ. Ïîëó-
÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ðåêîìåíäîâàòü îïèñàííûå ðåæèìû ýëåêòðîñëè-
ÿíèÿ â ïîñëåäóþùèõ ýêñïåðèìåíòàõ ïî ïîëó÷åíèþ êëîíèðîâàííûõ ýìáðè-
îíîâ êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà.  
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OPTIMIZATION OF PARAMETERS OF THE OOCYTE ENUCLEATION 
AND FUSION WITH THE SOMATIC CELL DURING PRODUCTION  

OF MAMMALIAN CLONED EMBRYOS 
 

G.N. Singina1, A.V. Lopukhov1, N.A. Zinovieva1, E.V. Shapkanova2, A.A. Puzik3 
 

S u m m a r y  
 

Parameters of the oocyte enucleation and fusion with somatic cell for producing of cattle 
cloned cetohybrids were studied. It was established that the electrofusion efficiency depends on 
strength, duration and set number of electrical pulse. The optimal parameters for Multiporator (Ep-
pendorf, Germany) were determined: two consistent pulses DC electrical field each of 30 V field 
strength and 15 msec duration followed by the pulse of AC electrical field of 5 V and 10 sec dura-
tion. It was found that the first polar body serving as a marker for the chromosome position at 
«blind» enucleation must not deviate from the chromosome location by more than 10 degrees. 
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