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Использование примордиальных зародышевых клеток (ПЗК) птицы для получения хи-
мерных и трансгенных особей рассматривается как альтернатива традиционным методам селек-
ции и трансгенеза. Такой подход предусматривает введение донорских примордиальных зароды-
шевых клеток в дорсальную аорту эмбрионов-реципиентов в период миграции этого типа клеток 
из крови в гонады. В случае колонизации донорскими ПЗК гонад эмбрионов-реципиентов воз-
можна дальнейшая дифференцировка донорских клеток до зрелых половых клеток (как мужских, 
так и женских). При этом ключевой фактор, определяющий эффективность проводимых манипу-
ляций, — использование чистой популяции зародышевых клеток. В этой связи остается актуаль-
ной разработка способов выделения и поддержания в культуре ПЗК — предшественников поло-
вых клеток. Целью наших исследований была оптимизация приемов получения и культивирова-
нию примордиальных зародышевых клеток перепелов (Coturnix coturnix). ПЗК выделяли из 5-6-
суточных эмбрионов, применяя два методических подхода — механическую диссоциацию и фер-
ментативную обработку. Механическую диссоциацию клеток проводили посредством измельчения 
эмбрионов с помощью пипетирования в среде DMEM в течение 5 мин. При ферментативной 
обработке эмбрионов в качестве протеолитического фермента использовали раствор трипсина 
(0,05; 0,10; 0,15 и 0,25 %). Для повышения доли ПЗК в получаемой суспензии эмбриональных 
клеток их разные типы разделяли по способности к адгезии. Морфологическую оценку свежевы-
деленной популяции эмбриональных клеток проводили визуально под фазово-контрастным мик-
роскопом («Nikon», Япония). Для идентификации ПЗК в культуре применяли гистохимическое 
и иммуногистохимическое окрашивание. Установлено, что ферментативная обработка 0,05 % 
трипсином служит эффективным методом дезагрегации эмбрионов с сохранением жизнеспособно-
сти значительной доли (94 %) клеток. Разделение клеток разных типов с учетом их способности 
к адгезии позволило получать культуру ПЗК, максимально очищенную от других типов клеток. 
Единичные эмбриональные фибробласты, оставшиеся в клеточной суспензии ПЗК после отделе-
ния других клеток, при последующем культивировании служили фидерным слоем, на который 
прикреплялись ПЗК. Первичные собственные эмбриональные фибробласты оказались оптимальным 
фидерным слоем для краткосрочного культивирования ПЗК по сравнению с клетками перевиваемых 
эмбриональных фибробластов мыши линии STO и культивируемыми эмбриональными фибробла-
стами. При использовании ростовой среды на основе DМЕМ с высоким содержанием глюкозы 
(4,5 г/л), дополненной фетальной сывороткой крови крупного рогатого скота (20 %), глутами-
ном (2 мМ), 2-меркаптоэтанолом (10-6 мМ), LIF (leukemia inhibitory factor, 2 нг/мл), незамени-
мыми аминокислотами (MEM, 10 мM), антибиотиком гентамицином (50 мкг/мл), прикрепление 
ПЗК к фидерному слою наблюдали на 1-2-е сут культивирования с формированием колоний на 
3-и-4-е сут. Наличие колоний ПЗК было подтверждено иммуногистохимически с помощью спе-
цифических первых антител к SSEA-1 (stage-specific embryonic antigen-1). 
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Получение трансгенных и химерных особей с участием примор-
диальных зародышевых клеток (ПЗК) признано одним из перспективных 
направлений современной биотехнологии, которые обсуждаются как аль-
тернатива традиционным методам селекции и модификации генома (1-5). 
Использование этого типа клеток в селекционных и биотехнологических 
программах открывает широкие возможности для направленного измене-
ния генома и воссоздания ценных пород и линий, сохраняемых в условиях 
криобанков (6-12). Особенности биологии сельскохозяйственной птицы 
позволяют рассматривать ПЗК в качестве перспективного генетического 
материала. Развитие эмбрионов птиц вне организма самки значительно об-
легчает манипуляции, связанные с выделением ПЗК из эмбрионов-доно-
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ров и их трансплантацией в эмбрионы-реципиенты. 
Примордиальные зародышевые клетки — это предшественники по-

ловых клеток. Они обладают свойством плюриопотентности, то есть в 
процессе эмбриогенеза могут дифференцироваться как в мужские, так и 
женские половые клетки, что значительно расширяет возможности реали-
зации их потенциала при создании трансгенных и химерных особей с за-
данными свойствами. Технология получения таких особей предусматрива-
ет трансплантацию донорских клеток в гонады эмбрионов-реципиентов 
(13, 14). В последующем эти особи могут быть использованы как «биоре-
акторы», которые продуцируют в половых органах зрелые донорские клет-
ки (спермии, яйцеклетки), служащие генетическим материалом для полу-
чения потомков с заданными свойствами. При воссоздании пород и ли-
ний сельскохозяйственной птицы использование такого подхода более 
предпочтительно по сравнению с применением замороженно-оттаянных 
спермиев, поскольку дает возможность поддерживать генофондные стада 
за счет мужского и женского генетического материала. 

Один из ключевых факторов, обеспечивающих результативность 
описанной технологии, — получение культуры ПЗК, максимально очищен-
ной от других типов эмбриональных клеток. Значительная часть исследо-
ваний, проводимых в этом направлении, выполнена на курах (15-20). Ак-
туальным представляется выделение и характеристика ПЗК других видов 
сельскохозяйственной птицы. 

В настоящем исследовании мы выделили ПЗК перепелов и дали их 
характеристику. Впервые было показано, что высокую чистоту культуры 
ПЗК перепелов обеспечивает предварительное удаление других типов кле-
ток, в частности самой многочисленной популяции эмбриональных фиб-
робластов. Оставшиеся в клеточной суспензии единичные фибробласты об-
разуют фидерный слой, который обладает оптимальными свойствами для 
культивирования ПЗК по сравнению с другими типами фидерных слоев.  

Цель работы заключалась в оптимизации приемов выделения и 
культивирования примордиальных зародышевых клеток перепелов в про-
цессе поэтапной разработки технологии получения особей с заданными 
свойствами. 

Методика. Примордиальные зародышевые клетки выделяли из 5-
суточных эмбрионов перепелов (Coturnix coturnix) эстонской породы. Для 
дезагрегации эмбрионов применяли два методических подхода — механи-
ческую диссоциацию клеток и ферментативную обработку ткани.  

Механическую диссоциацию клеток проводили посредством из-
мельчения эмбрионов и последующего пипетирования в среде DМЕМ 
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) в течение 5 мин.  

При ферментативной обработке эмбрионов в качестве протеолити-
ческого фермента использовали раствор трипсина (0,05; 0,10; 0,15 и 0,25 %). 
Эмбрионы перепелов переносили в физиологический раствор, дополнен-
ный антибиотиком-антимикотиком, и измельчали. Полученную суспензию 
клеток центрифугировали 5 мин при 200 g. К осадку добавляли подогретую 
до 37 С среду DМЕМ, пипетировали и для осаждения клеток центифуги-
ровали. Супернатант сливали, к осадку добавляли раствор трипсина, про-
гретый до 37 С, и интенсивно пипетировали клетки в течение 5-10 мин. 

Для повышения доли ПЗК в получаемой суспензии разные типы 
клеток разделяли по их способности к адгезии. Была поставлена серия 
экспериментов (в 3 повторах) с краткосрочным культивированием кле-
ток. ПЗК идентифицировали посредством окраски на щелочную фосфа-
тазу. На основании полученных результатов рассчитывали долю окрашен-
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ных клеток от общего числа исследованных.   
В качестве ростовой среды для культивирования ПЗК использо-

вали DMEM HG («Invitrogen», США) с содержанием глюкозы 4,5 г/л, до-
полненной фетальной сывороткой крови крупного рогатого скота (20 %), 
глутамином (2 мМ), 2-меркаптоэтанолом (10-6 мМ), LIF (leukemia inhibitory 
factor, 2 нг/мл), незаменимыми аминокислотами (MEM, Minimum Essential 
Medium, 10 мM), антибиотиком гентамицином (50 мкг/мл). Клетки сни-
мали с субстрата с помощью 0,25 % раствора трипсина.  

Для приготовления фидерных слоев клетки после достижения 90 % 
монослоя обрабатывали раствором митомицина С («Sigma», США) в ко-
нечной концентрации 30 мкг/мл в течение 3 ч, после чего трижды промы-
вали раствором Хэнкса («ПанЭко», Россия) и использовали для культиви-
рования ПЗК.  

Морфологическую оценку свежевыделенной популяции эмбрио-
нальных клеток перепелов проводили визуально под фазово-контрастным 
микроскопом («Nikon», Япония).  

Для идентификации ПЗК в культуре применяли гистохимическое и 
иммуногистохимическое окрашивание. Клетки фиксировали охлажденным 
до 20 С метанолом в течение 10 мин. Иммуногистохимическое исследо-
вание проводили с авидин-биотиновой системой («Vector Laboratories», 
США) (21). В качестве первых антител использовали анти-SSEA-1 (stage-
specific embryonic antigen-1). Комплекс антиген-антитело идентифицирова-
ли с помощью пероксидазы, выявляемой 3,3-диаминобензидин-тетрахло-
ратом (ДАБ) («Vector Laboratories», США). Для окрашивания на щелоч-
ную фосфатазу применяли кит BCIP/NBT на основе 5-бром-4-хлор-3-ин-
долилфосфата и нитросинего тетразолия («Vector Laboratories», США).  

Результаты. После механической диссоциации эмбрионов перепе-
лов в образце наблюдали как отдельные разобщенные клетки, так и их 
группы (рис. 1, А). В результате ферментативной обработки (см. рис. 1, Б) 
получили клеточную суспензию, состоящую преимущественно из обособ-
ленных клеток. Клеточные агрегаты практически отсутствовали. Единичные 
группы клеток были выявлены только при использовании трипсина в 
низкой концентрации (0,05 и 0,10 %). Их доля не превышала 0,2 %. 
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Рис. 1. Примордиальные зародышевые клетки (ПЗК), полученные из эмбрионов перепелов 
(Coturnix coturnix) эстонской породы, при разных способах диссоциации: А — суспензия эм-
бриональных клеток после механической обработки эмбрионов, видны небольшие конгло-
мераты клеток (нативный препарат); Б — суспензия эмбриональных клеток при фермента-
тивной обработке, видны обособленные клетки (нативный препарат); В — 2-суточная куль-
тура, видны ПЗК (1), фибробласты (2), эпителиоподобные клетки (3) (нативный препарат); 
Г — 6-суточная культура, гистохимическое окрашивание на наличие щелочной фосфатазы, 
стрелкой отмечена окрашенная колония ПЗК; Д — 4-суточная культура, иммуногистохими-
ческое окрашивание на экспрессию SSEA-1 (stage-specific embryonic antigen-1), стрелкой от-
мечена окрашенная колония ПЗК; Е — 4-суточная культура, отсутствие специфического им-
муногистохимического окрашивания на экспрессию SSEA-1 в контроле (без использования 
анти-SSEA-1), стрелкой отмечена колония ПЗК. Фазово-контрастная (А-Б) и световая (В-Е) 
микроскопия («Nikon», Япония), увеличение ½400. 

 

Однако выход живых 
клеток оказался на 4-25 % (в 
зависимости от концентрации 
раствора трипсина) меньше, 
чем при механической диссо-
циации, что было связано с 
токсическим действием фер-
мента на клетки (рис. 2).  

Таким образом, в вари-
анте с применением трипсини-
зации максимального выхода 

живых клеток (94 %) удалось добиться при использовании минимальной 
протестированной концентрации этого фермента (0,05 %), что позволяет 
рассматривать ее как оптимальную для получения обособленных эмбрио-
нальных клеток перепелов при сохранении высокой жизнеспособности 
клеточной суспензии. 

Суспензию эмбриональных клеток, полученную в результате фер-
ментативной обработки эмбрионов перепелов, высевали на культуральные 
чашки. В начале культивирования (1 ч) происходило прикрепление к пла-
стику значительной части эмбриональных фибробластов. Через 24 ч эти 
клетки распластывались и начинали делиться. Основная часть ПЗК, кото-
рые имели вид округлых образований, находилась во взвешенном состоя-
нии, и только некоторые прикреплялись к распластавшимся эмбриональ-
ным фибробластам, используя их в качестве фидерного слоя. На 1-е сут 
(см. рис., В) ПЗК прикреплялись к фидерному слою и приобретали шаро-
образную форму. 

В полученной клеточной популяции было выявлено несколько ти-
пов клеток. Многочисленную группу составляли эмбриональные фиб-
робласты, эпителиоподобные клетки и ПЗК. ПЗК характеризовались округ-
лой формой, эпителиоподобные клетки имели неправильную форму и 
крупное ядро, фибробласты — веретенообразную форму (см. рис., В).  

Рис. 2. Доля живых (а) и мертвых (б) примордиальных 
зародышевых клеток перепелов (Coturnix coturnix) эс-
тонской породы, полученных из эмбрионов при механи-
ческой диссоциации и трипсинизации. 
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Для максимальной очистки популяции ПЗК использовали метод, 
основанный на неодинаковых адгезивных способностях разных типов кле-
ток. Первичную культуру эмбриональных клеток перепелов культивиро-
вали в течение 1 ч, после чего отбирали супернатант с неприкрепивши-
мися клетками, переносили в новые чашки Петри и продолжали культи-
вирование. Эмбриональные фибробласты, присутствовавшие в суспензии 
после сбора культуральной среды, служили фидерным слоем, на который 
прикреплялись ПЗК. Через 1 ч вновь отбирали супернанант для дальней-
шего культивирования. После 3-кратного отбора супернатанта долю ПЗК в 
суспензии удалось повысить до 79 %. 

Выделенные ПЗК перепелов высевали на фидерные слои, которы-
ми служили клетки линии STO (перевиваемые эмбриональные фибробласты 
мыши), первичные эмбриональные фибробласты перепелов, эмбриональные 
фибробласты кур, или на чашки, покрытые 0,2 % желатином. Наилучшие 
результаты были получены при использовании первичных эмбриональных 
фибробластов перепелов (табл.). 

Эффективность культивирования примордиальных зародышевых клеток (ПКЗ) 
перепелов (Coturnix coturnix) в зависимости от фидерного слоя 

Фидерный слой 
Прикрепление к 
фидерному слою 

Образование колоний 

Клеточная линия STO На 1-2-е сут На 4-5-е сут 
Эмбриональные фибробласты кур На 1-2-е сут На 4-е сут 
Первичные эмбриональные фибробласты перепелов На 1-2-е сут На 3-и сут 
П р и м е ч а н и е. STO — клеточная линия перевиваемых эмбриональных фибробластов мыши. 

 

На 3-и-4-е сут в культуре формировались колонии ПЗК, наличие ко-
торых было подтверждено экспрессией в этих клетках маркеров стволовых 
клеток — щелочной фосфатазы (см. рис., Г) и белка SSEA-1 (см. рис., Д, Е). 

Итак, у перепелов эффективность получения максимально одно-
родной культуры первичных зародышевых клеток (ПЗК) зависит от метода 
их отделения от других клеток и используемого фидерного слоя. Разделе-
ние клеток по способности к адгезии позволяет максимально очистить 
культуру ПЗК от остальных клеток, в частности от эмбриональных фиб-
робластов. Единичные эмбриональные фибробласты, оставшиеся после это-
го в клеточной суспензии, при последующем культивировании служат фи-
дерным слоем, на который прикрепляются ПЗК. Культивирование ПЗК на 
фидерных слоях с использованием соответствующей ростовой среды позво-
ляет получать колонии ПЗК на 3-и-4-е сут. Оптимальный фидерный слой 
для культивирования ПЗК перепелов формируется из собственных эмбрио-
нальных фибробластов. 
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A b s t r a c t  
 

The use of avian primordial germ cells (PGCs) for production of chimeric and transgenic 
poultry is regarded as an alternative way to traditional methods of selection and transgenesis. This 
approach involves the introduction of donor primordial germ cells in the dorsal aorta of the recipient 
embryo during their migration from blood to gonads. In case of recipient embryo gonads coloniza-
tion by donor PGCs, the further differentiation of donor cells into mature germ cells becomes possi-
ble, for both males and females. A key factor for the effectiveness of this manipulation is obtaining of 
a pure population of embryonic cells. In this regard, the development of effective methods for isola-
tion and maintenance of PGCs in culture is important. Our research was aimed at the improvement 
of methodical approaches for isolation and cultivation of quail PGCs. This type of cells was isolated 
and characterized. Five- to six-day embryos were used for obtaining PGCs culture. Isolation of 
PGCs from quail embryos was performed using two methodological approaches — mechanical disso-
ciation and enzymatic treatment. Trypsin solution at concentration from 0.05 % to 0.25 % was used 
as proteolytic enzyme for enzymatic treatment. In order to obtain the most pure populations of 
PGCs, unequal ability to adhesion of different types of cells was taken into account. It was found 
that enzymatic treatment with 0.05 % trypsin is an effective method for embryos disaggregation pre-
serving significant proportion of viability (94 %) of fetal cells. Separation of different cell types based 
on their different ability to adhesion allows obtaining PGCs culture maximally purified from other 
cell types. Moreover, single embryo fibroblasts, remaining in the PGCs cell suspension after separa-
tion from the other cell types are used as a feeder layer to which PGCs are attached at the subse-
quent cultivation. It was shown that own primary embryonic fibroblasts are optimal as a feeder layer 
for short-term PGCs culturing as compared to the use of STO cells and cultured embryonic fibro-
blasts. If using the growth medium based on DMEM with high glucose level (4.5 g/l) supplemented 
with 20 % fetal bovine serum, 2 mM glutamine, 10-6 mM 2-mercaptoethanol, 2 ng/ml LIF (leuke-
mia inhibitory factor), 10 mM essential amino acids (MEM), the antibiotic gentamicin (50 ug/ml) 
the attachment of PGCs to the feeder layer was observed at day 1 to 2 of cultivation forming colo-
nies at day 3 to 4. The presence of primordial germ cell colonies was confirmed by immunohisto-
chemistry using specific primary antibodies to SSEA-1 (stage-specific embryonic antigen-1). 

 

Keywords: primordial germ cells, quail, embryos. 
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