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Èçó÷åíà ýôôåêòèâíîñòü ïåðåíîñà ýêçîãåííîé ÄÍÊ â ýìáðèîíû êóð in vivo ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ðåòðîâèðóñíûõ âåêòîðîâ. Ãåííûå êîíñòðóêöèè ñîäåðæàëè ìàðêåðíûé ãåí GFP ïîä êîíòðî-
ëåì ïðîìîòîðà ðàííèõ ãåíîâ öèòîìåãàëîâèðóñà ÷åëîâåêà CMV IE (êîíñòðóêöèÿ pLNCgfp) èëè 
ïðîìîòîðà âèðóñà ëåéêåìèè ìûøåé Ìîëîíè Mo-MuLV (êîíñòðóêöèÿ pLgfpSN). Äëÿ äîñòàâêè 
ðåòðîâèðóñíûõ âåêòîðîâ èñïîëüçîâàëè äâå ïàêóþùèå ëèíèè — GP + envAM12 è PT67. Óñòà-
íîâëåíà âûñîêàÿ ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôîðìàöèè ýìáðèîíîâ ïðè èñïîëüçîâàíèè ãåííîé êîíñò-
ðóêöèè pLNCgfp (äî 18,8 %). Ïîêàçàíà ýêñïðåññèÿ ìàðêåðíîãî ãåíà â êëåòêàõ 5- è 15-ñóòî÷-
íûõ ýìáðèîíîâ êóð. 
 

Êëþ÷åâûå ñëîâà: êëåòî÷íàÿ èíæåíåðèÿ, òðàíñãåíåç, ðåòðîâèðóñíûå âåêòîðû, êóðû. 
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Èçó÷åíèå áèîëîãè÷åñêèõ îñíîâ ñîçäàíèÿ òðàíñãåííûõ ôîðì îñòàåò-
ñÿ àêòóàëüíîé çàäà÷åé ñîâðåìåííîé íàóêè. Òðàíñãåíåç ïðèçíàåòñÿ íåîòú-
åìëåìîé ÷àñòüþ áèîòåõíîëîãèé áóäóùåãî, ñîðèåíòèðîâàííûõ íà ðåøåíèå 
øèðîêîãî ñïåêòðà çàäà÷ ôóíäàìåíòàëüíîãî è ïðèêëàäíîãî õàðàêòåðà. Îäíî 
èç ïåðñïåêòèâíûõ íàïðàâëåíèé â ýòîé îáëàñòè — ïîëó÷åíèå òðàíñãåííûõ 
êóð-áèîðåàêòîðîâ (1-6).  

Ñóùåñòâåííûå ôèçèîëîãè÷åñêèå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ïòèöàìè è ìëå-
êîïèòàþùèìè îáóñëîâëèâàþò ÿâíîå ïðåèìóùåñòâî èñïîëüçîâàíèÿ ïåðâûõ 
â êà÷åñòâå ïðîäóêòèâíîé ïëàòôîðìû ïðè ïðîèçâîäñòâå ðåêîìáèíàíòíûõ 
áåëêîâ ñî ñëîæíîé ñòðóêòóðîé: ïòèöû èììóíîóñòîé÷èâû ê ïîòåíöèàëüíûì 
òåðàïåâòè÷åñêèì ïðîòåèíàì (íàïðèìåð, ê ýðèòðîïîýòèíó ÷åëîâåêà), ýêñ-
ïðåññèÿ êîòîðûõ ìîæåò íåãàòèâíî âëèÿòü íà ñîñòîÿíèå çäîðîâüÿ òðàíñãåí-
íûõ ìëåêîïèòàþùèõ, ïðîäóöèðóþùèõ ïîäîáíûå ëåêàðñòâà íà êîììåð÷åñêîì 
óðîâíå. Ê òîìó æå ïðè ïðèìåíåíèè òðàíñãåííîé ïòèöû â êà÷åñòâå ïðîäóê-
òèâíîé ïëàòôîðìû çíà÷èòåëüíî ñíèæàåòñÿ ñòîèìîñòü ïîëó÷àåìûõ ïðîòåè-
íîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâîé ïðè ìèêðîáèîëîãè÷åñêîé ôåðìåíòàöèè Es-
cherichia coli, äðîææåé èëè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ (7). 

Âìåñòå ñ òåì, òðàäèöèîííûé ìåòîä ïîëó÷åíèÿ òðàíñãåííûõ æèâîò-
íûõ (ìèêðîèíúåêöèÿ ÄÍÊ â ïðîíóêëåóñ çèãîò) ïðè òðàíñãåíåçå ïòèöû ìà-
ëîýôôåêòèâåí, ÷òî òðåáóåò ïîèñêà è ðàçðàáîòêè àëüòåðíàòèâíûõ ïðèåìîâ 
ïåðåíîñà ýêçîãåííîé ÄÍÊ, ê ÷èñëó êîòîðûõ îòíîñèòñÿ èñïîëüçîâàíèå ãåí-
íûõ êîíñòðóêöèé íà îñíîâå ðåêîìáèíàíòíûõ ðåòðîâèðóñîâ. Âîçìîæíîñòü 
àäðåñíîé äîñòàâêè ýêçîãåííûõ ãåíîâ â äåëÿùèåñÿ êëåòêè äåëàåò ïðèìåíå-
íèå ïîäîáíûõ âåêòîðîâ îñîáåííî àêòóàëüíûì â ñëó÷àå òðàíñôîðìàöèè ýì-
áðèîíàëüíûõ êëåòîê ïòèöû, â ÷àñòíîñòè êóð, òàê êàê ê ñíåñåíèþ ÿéöà ýì-
áðèîí óæå íàõîäèòñÿ íà ñòàäèè 50-60 òûñ. êëåòîê. 

Â ýòîé ñâÿçè öåëüþ íàøåé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå ýôôåêòèâíîñòè 
ïåðåíîñà ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ â ýìáðèîíû êóð in vivo ñ èñïîëüçîâàíèåì 
ðàçëè÷íûõ ðåòðîâèðóñíûõ ýêñïðåññèðóþùèõ âåêòîðîâ â ðàìêàõ ïîýòàïíîé 
ðàçðàáîòêè è îïòèìèçàöèè òåõíîëîãèè ñîçäàíèÿ òðàíñãåííîé ïòèöû. 
                                                 
∗ Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìèíèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ, øèôð 2012-1.4-

12-000-2021-009. Ïðè ïðîâåäåíèè èññëåäîâàíèé èñïîëüçîâàíî îáîðóäîâàíèå ÖÊÏ «Áèîðåñóðñû è áèî-
èíæåíåðèÿ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ» ÃÍÓ ÂÈÆ Ðîññåëüõîçàêàäåìèè. 
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Ìåòîäèêà. Äëÿ òðàíñôîðìàöèè ýìáðèîíîâ êóð èñïîëüçîâàëè äâå 
ãåííûå êîíñòðóêöèè — pLgfpSN è pLNCgfp, ïîëó÷åííûå ñîîòâåòñòâåííî 
íà îñíîâå âåêòîðîâ pLXSN è pLNCX (8). Êîíñòðóêöèè ñîäåðæàëè ñëå-
äóþùèå öèñ-äåéñòâóþùèå ýëåìåíû ðåòðîâèðóñíîãî ãåíîìà: 5′- è 3′-LTR 
(U3-R-U5); ñàéò ñâÿçûâàíèÿ ò-ÐÍÊ çàòðàâêè (PBS, primer binding site, ñàéò 
èíèöèàöèè ñèíòåçà ìèíóñ-öåïè ÄÍÊ); ψ-îáëàñòü, à òàêæå ÷àñòü ãåíà gag 
(ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, îòâåòñòâåííûå çà óïàêîâêó è äèìåðèçàöèþ âèðóñíûõ 
ÐÍÊ); sd (splice donor, äîíîðíûé ñàéò ñïëàéñèíãà); ïîëèïóðèíîâûé òðàêò 
(PPT, polypurine tract, ñàéò èíèöèàöèè ñèíòåçà ïëþñ-öåïè ÄÍÊ). Äëÿ ñå-
ëåêòèâíîãî ââåäåíèÿ â êëåòêè ïàêóþùåé ëèíèè â êîíñòðóêöèè áûë èíòåã-
ðèðîâàí ãåí óñòîé÷èâîñòè ê õèìè÷åñêîìó àíàëîãó íåîìèöèíà G418 (neo), 
êîíòðîëü òðàíñêðèïöèè êîòîðîãî îñóùåñòâëÿëñÿ ëèáî ñ ðåòðîâèðóñíîãî 
LTR (pLNCgfp), ëèáî ñ ïðîìîòîðà ðàííèõ ãåíîâ âèðóñà SV40 (pLgfpSN). Â 
ãåííîé êîíñòðóêöèè pLgfpSN ìàðêåðíûé ãåí GFP áûë ïîñòàâëåí ïîä êîí-
òðîëü ïðîìîòîðà Mo-MuLV, â êîíñòðóêöèè pLNCgfp — ïîä êîíòðîëü ïðî-
ìîòîðà ðàííèõ ãåíîâ öèòîìåãàëîâèðóñà ÷åëîâåêà (CMV-IE). Äëÿ óïàêîâêè 
ðåòðîâèðóñíûõ âåêòîðîâ ïðèìåíÿëè äâå ïàêóþùèå ëèíèè — GP + envAM12 
è PT67 (9, 10). Îáå ëèíèè áûëè ïîëó÷åíû íà áàçå ìûøèíûõ ôèáðîáëàñòîâ 
NIH 3T3 è ðàçëè÷àëèñü òèïîì ïðîäóöèðóåìûõ env-áåëêîâ, îòâåòñòâåííûõ 
çà ðàñïîçíàâàíèå ïîâåðõíîñòíûõ ðåöåïòîðîâ íà êëåòêàõ-ìèøåíÿõ.  

Â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà ãåííûõ êîíñòðóêöèé èñïîëüçîâàëè âèðóñíûé 
ïðåïàðàò ñ òèòðîì 9½105 ÊÎÅ/ìë. Êîíñòðóêöèè ââîäèëè â äîðñàëüíóþ 
àîðòó 2,5-ñóòî÷íûõ ýìáðèîíîâ êóð (2 ìêë íà ýìáðèîí) ïðè ïîìîùè êà-
ïèëëÿðíîé ìèêðîïèïåòêè Transferpetor («Sigma», ÑØÀ). Ýôôåêòèâíîñòü 
ââåäåíèÿ ðåòðîâèðóñíûõ âåêòîðîâ èçó÷àëè íà 5- è 15-ñóòî÷íûõ ýìáðèîíàõ. 
Ðåçóëüòàòèâíîñòü òðàíñôîðìàöèè ýìáðèîíîâ êóð îïðåäåëÿëè ïî íàëè÷èþ 
è ýêñïðåññèè ãåíà GFP. Íàëè÷èå ãåíà GFP âûÿâëÿëè ìåòîäîì ïîëèìåðàç-
íîé öåïíîé ðåàêöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ÄÍÊ, âûäåëåííîé èç ýìáðèîíîâ 
ñîëåâûì ìåòîäîì (11). Ýêñïðåññèþ GFP îöåíèâàëè íà êðèîñòàòíûõ ñðåçàõ 
òêàíåé, ïîëó÷åííûõ îò ýìáðèîíîâ, ïî íàëè÷èþ ñïåöèôè÷åñêîé ôëóîðåñ-
öåíöèè (ìèêðîñêîï ôèðìû «Nikon», ßïîíèÿ; ôèëüòð 480-490 íì). Êðèî-
ñòàòíûå ñðåçû ãîòîâèëè ïî îáùåïðèíÿòîé ìåòîäèêå (12). 

Ðåçóëüòàòû. Ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôîðìàöèè ýìáðèîíîâ âàðüèðî-
âàëà â çàâèñèìîñòè îò èñïîëüçóåìîé ãåííîé êîíñòðóêöèè è ïàêóþùåé ëè-
íèè êëåòîê. Ìèíèìàëüíîå âëèÿíèå íà ýìáðèîãåíåç êóð áûëî óñòàíîâëåíî 
â âàðèàíòàõ ñ ãåííûìè êîíñòðóêöèÿìè, ïîìåùåííûìè â ïàêóþùóþ ëè-
íèþ ðÒ67: ðàçâèòèå ýìáðèîíîâ íàáëþäàëîñü â 70-73 % ñëó÷àåâ. Ïðè ââå-
äåíèè â ýìáðèîíû êóð ãåííûõ êîíñòðóêöèé, óïàêîâàííûõ â êëåòî÷íóþ ëè-
íèþ GP + envAM12, ýìáðèîíàëüíàÿ ñìåðòíîñòü îêàçàëàñü íà 3-13 % âûøå 
(òàáë. 1). Çíà÷èòåëüíûõ ðàçëè÷èé ïî âëèÿíèþ íà ýìáðèîãåíåç êóð â çàâè-
ñèìîñòè îò èñïîëüçóåìîé ãåííîé êîíñòðóêöèè ìû íå óñòàíîâèëè. 

1. Ýôôåêòèâíîñòü ââåäåíèÿ ðåòðîâèðóñíûõ âåêòîðîâ pLNCgfp è pLgfpSN â 
ýìáðèîíû êóð in vivo ïðè èñïîëüçîâàíèè ðàçíûõ ëèíèé êëåòîê-óïàêîâùèö 

Ëèíèÿ ïàêóþùèõ êëåòîê 
GP + envAM12 ðÒ67 Ïîêàçàòåëü 

pLNCgfp pLgfpSN pLNCgfp pLgfpSN 
Ïðîèíúåöèðîâàíî ýìáðèîíîâ, n 78 72 81 85 

5-å ñ ó ò  ý ì á ð è î í à ë ü í î ã î  ð à ç â è ò è ÿ  
Èññëåäîâàíî ÿèö, øò. 30  30 30 30 
Ðàçâèëîñü ýìáðèîíîâ, n (%) 
Â òîì ÷èñëå òðàíñãåííûõ, n 

20 (67) 
14 

17 (57) 
10 

21 (70) 
10 

22 (73) 
9 

×àñòîòà èíòåãðàöèè, % 70,0 58,9 47,7 40,9 
Ýôôåêòèâíîñòü òðàíñãåíåçà, % 46,7 33,4 33,4 30,0 

15-å ñ ó ò  ý ì á ð è î í à ë ü í î ã î  ð à ç â è ò è ÿ  
Èññëåäîâàíî ÿèö, øò. 48 42 51 55 
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Ïðîäîëæåíèå òàáëèöû 1
Ðàçâèëîñü ýìáðèîíîâ, n (%) 
Â òîì ÷èñëå òðàíñãåííûõ, n 

14 (29) 
9 

10 (24) 
5 

20 (39) 
6 

24 (44) 
5 

×àñòîòà èíòåãðàöèè, % 64,3 50,0 30,0 20,9 
Ýôôåêòèâíîñòü òðàíñãåíåçà, % 18,8 11,9 11,8 9,1 

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ìåòîä ââåäåíèÿ âèðóñíîãî ïðåïàðàòà, ñîäåðæàùåãî êîíñòðóêöèþ, — â äîðñàëüíóþ àîð-
òó. ×àñòîòó èíòåãðàöèè (%) îïðåäåëÿëè êàê îòíîøåíèå ÷èñëà ïîëó÷åííûõ òðàíñãåííûõ ýìáðèîíîâ ê 
÷èñëó ðàçâèâøèõñÿ, ýôôåêòèâíîñòü òðàíñãåíåçà (%) — êàê îòíîøåíèå ÷èñëà ïîëó÷åííûõ ýìáðèîíîâ ê 
÷èñëó èíúåöèðîâàííûõ. 

 

Âûñîêóþ ðåçóëüòàòèâíîñòü ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè ýìáðèî-
íîâ êóð âûÿâèëè ïðè èñïîëüçîâàíèè ãåííîé êîíñòðóêöèè pLNCgfp: äîëÿ 
òðàíñôîðìèðîâàííûõ ýìáðèîíîâ îò îáùåãî ÷èñëà èíúåöèðîâàííûõ äîñòè-
ãàëà 46,7 %. Â âàðèàíòå ñ ãåííîé êîíñòðóêöèè pLgfpSN ýòîò ïîêàçàòåëü áûë 
íà 13,3-37,6 % íèæå è âàðüèðîâàë îò 9,1 äî 33,4 %. 

Èñïîëüçîâàíèå ïàêóþùåé ëèíèè GP + envAM12 ïîçâîëèëî ïîâû-
ñèòü ÷àñòîòó èíòåãðàöèè ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ è ýôôåêòèâíîñòü òðàíñãå-
íåçà íà 2,8-13,3 % ïî ñðàâíåíèþ ñ ïîêàçàòåëåì â ñëó÷àå ëèíèè ðÒ67. 

Îöåíèâàÿ ýôôåêòèâíîñòü ïåðåíîñà ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ â ýìáðèî-
íû êóð íà 5-å è 15-å ñóò ðàçâèòèÿ, ñëåäóåò îòìåòèòü ñíèæåíèå äîëè òðàíñ-
ãåííûõ ýìáðèîíîâ ñ óâåëè÷åíèåì ñðîêà èíêóáàöèè. Òàê, ïðè ââåäåíèè 
ãåííîé êîíñòðóêöèè pLNCgfp ïðîöåíò òðàíñãåííûõ ýìáðèîíîâ îò îáùå-
ãî ÷èñëà ïðîèíúåöèðîâàííûõ ñîñòàâèë íà 5-å ñóò 46,7 %, íà 15-å ñóò — 
18,8 %. Àíàëîãè÷íóþ òåíäåíöèþ îòìå÷àëè è ïðè èñïîëüçîâàíèè ãåííîé 
êîíñòðóêöèè pLgfpSN: ê 15-ì ñóò ïî ñðàâíåíèþ ñ 5-ìè ñóò àíàëèçèðóåìûé 
ïîêàçàòåëü ñîêðàòèëñÿ íà 20,9-21,5 % â çàâèñèìîñòè îò èñïîëüçóåìîé ëè-
íèè êëåòîê-óïàêîâùèö. Ñíèæåíèå äîëè òðàíñãåííûõ ýìáðèîíîâ ñ óâåëè-
÷åíèåì ñðîêà èíêóáàöèè ñâèäåòåëüñòâóåò î âëèÿíèè ýêñïðåññèè òðàíñãåíà 
íà ýìáðèîãåíåç. 

Òîïîãðàôè÷åñêèé àíàëèç ïàòòåðíîâ èíòåãðàöèè ïîêàçàë, ÷òî íàè-
áîëüøèé ïðîöåíò òðàíñôîðìèðîâàííûõ îðãàíîâ è òêàíåé íàáëþäàëñÿ ïðè 
ââåäåíèè â ýìáðèîíû êóð ãåííîé êîíñòðóêöèè pLNCgfp è ïàêóþùåé ëè-
íèè GP + envAM12 — 42 % (òàáë. 2). Ýêñïðåññèÿ ðåïîðòåðíîãî áåëêà áû-
ëà âûÿâëåíà ïðåèìóùåñòâåííî â êëåòêàõ ïå÷åíè, ñåðäöà è â ìûøå÷íîé 
òêàíè. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ãåííîé êîíñòðóêöèè pLgfpSN è ïàêóþùåé 
ëèíèè ðÒ67 ðåçóëüòàòèâíîñòü òðàíñôîðìàöèè îðãàíîâ è òêàíåé îêàçàëàñü 
íà 11 % íèæå è ðàâíÿëàñü 31 %.  

2. Òîïîãðàôèÿ ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè in vivo ó 15-ñóòî÷íûõ ýìáðèîíîâ 
êóð ïðè ââåäåíèè ðåòðîâèðóñíûõ âåêòîðîâ pLNCgfp è pLgfpSN ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ðàçíûõ ëèíèé êëåòîê-óïàêîâùèö 

Ëèíèÿ ïàêóþùèõ êëåòîê 

GP + envAM12 ðÒ67 Ïîêàçàòåëü 

pLNCgfp pLgfpSN pLNCgfp pLgfpSN
Òðàíñãåííûõ ýìáðèîíîâ, n 9 5 6 5 
Èññëåäîâàíî îðãàíîâ, n 5  5 5 5 
Òðàíñôîðìèðîâàííûõ îðãàíîâ â ñðåäíåì ïî ãðóïïå, % 42 40 34 31 

 

Ýêñïðåññèþ ãåíà GFP â îðãàíàõ è òêàíÿõ ó 5- è 15-ñóòî÷íûõ ýì-
áðèîíîâ êóð èëëþñòðèðóåò ðèñóíîê (ñì. âêëåéêó). 

Òàêèì îáðàçîì, ýêñïåðèìåíòû ïî ïåðåíîñó ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ 
â ýìáðèîíû in vivo ïîêàçàëè ïåðñïåêòèâíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ðåòðîâèðóñ-
íûõ âåêòîðîâ äëÿ ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê êóð 
è ïîëó÷åíèÿ òðàíñãåííûõ îñîáåé. Âûñîêàÿ ýôôåêòèâíîñòü òðàíñãåíåçà 
(18,8 %) óñòàíîâëåíà ïðè èñïîëüçîâàíèè ãåííîé êîíñòðóêöèè pLNCgfp è 
ïàêóþùåé ëèíèè GP + envAM12. 
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S u m m a r y 
 

The efficiency was investigated of transfer of exogenous DNA to chicken embryos in vivo 
with the use of retroviral vectors. The gene construction involves a marker gene GFT under control 
of promoter of yearly genes of human cytomegalovirus CMV IE (pLNCgfp) or promoter of Moloney 
leukemia virus Mo-MuLV (pLgfpSN). Two packing lines GP + envAM12 and PT67 were used for 
the delivery of retroviral vectors. It was established the high efficiency of embryo transformation with 
the use of pLNCgfp gene construction (up to 18.8 %). The expression of marker gene was demon-
strated in cells of 5- and 15-day age chicken embryos. 
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