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Разработка технологий активного трансгенеза сделала возможным внесение направлен-
ных изменений (геномное редактирование, genome editing, GE) в геном сельскохозяйственных 
животных с относительно высокой результативностью (обзоры S.Y. Yum с соавт., 2018; A.L. Van 
Eenennaam, 2019; N.A. Zinovieva с соавт., 2019). Однако эффективное совершенствование систем 
производства продукции животноводства на основе GE-технологий требует разработки комплекс-
ного подхода, основанного на использовании методов биотехнологии, популяционной генетики, 
геномики количественных признаков и вспомогательных репродуктивных технологий (assisted 
reproductive technology, ART) (C. Rexroad с соавт., 2019). Развитие ART, включая получение гене-
ративного материала для геномного редактирования от животных с желаемыми генетическими ха-
рактеристиками, эффективное получение GE-потомства и как можно более раннее его тиражирова-
ние, — неотъемлемая составляющая успешного развития и внедрения геномных технологий в ско-
товодстве (A.L. Van Eenennaam, 2019). В настоящем обзоре проведен ретроспективный анализ разви-
тия вспомогательных репродуктивных технологий, в том числе искусственного осеменения (R.H. 
Foote, 2002; R.G. Saacke, 2012; P. Lonergan, 2018), трансплантации эмбрионов (K.J. Betteridge, 
2003; R.J. Mapletoft, 2013), производства эмбрионов in vitro (IVP, in vitro production) (L. Ferré с 
соавт., 2019), прижизненного получения ооцитов (Ovum-Pick-Up) (R. Boni, 2012; M. Qi с соавт., 
2013), переноса ядер соматических клеток (C.L. Keefer, 2015; K.R. Bondioli, 2018; A.V. Lopukhov 
с соавт., 2019). Дана характеристика современного состояния исследований, дискутируются 
направления совершенствования ART в связи с применением генетических технологий в ското-
водстве, включая генное редактирование. Показано, что за более чем 100-летнюю историю достиг-
нут значительный прогресс в развитии вспомогательных репродуктивных технологий у крупного 
рогатого скота, многие из которых сегодня активно используются в практическом животноводстве 
(C. Smith, 1988; L. Ferré с соавт., 2019) и стали базисом для разработки эффективных программ 
генетического совершенствования скота, включая геномную селекцию (P.M. VanRaden с соавт., 
2009). Современные приоритеты в исследованиях ориентированы на прогресс в селекции крупного 
рогатого скота посредством интеграции GE-технологий в программы разведения (C. Rexroad с со-
авт., 2019; A.L. Van Eenennaam, 2019). Вспомогательные репродуктивные технологии будут иг-
рать одну из определяющих ролей в решении этой амбициозной задачи. 
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Развитие ориентированных на сельское хозяйство генетических тех-
нологий, включая геномное редактирование, признается мировыми экспер-
тами актуальной задачей современных фундаментальных и прикладных ис-
следований (1, 2). Разработка методов геномной селекции относится к важ-
нейшим научным достижениям последнего десятилетия, применяемым в 
практике животноводства (1, 3). Один из наиболее ожидаемых научных 
прорывов следующего десятилетия связывают с технологическим обеспе-
чением рутинного редактирования генов сельскохозяйственных организ-
мов (4). Разработка технологий активного трансгенеза (в последнее время 
главным образом с использованием CRISPR/Cas9) сделала возможным вне-
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сение направленных изменений (геномное редактирование, genome edit-
ing — GE) в геном сельскохозяйственных животных разных видов с отно-
сительно высокой результативностью (5-7). Однако эффективное совер-
шенствование систем производства продукции животноводства на основе 
GE-технологий требует разработки комплексного подхода, основанного на 
использовании методов биотехнологии, популяционной генетики, геноми-
ки количественных признаков и вспомогательных репродуктивных техно-
логий (1). Развитие вспомогательных репродуктивных технологий, вклю-
чая получение генеративного материала для геномного редактирования от 
животных с желаемыми генетическими характеристиками (например, обла-
дающих высокой племенной ценностью по хозяйственно полезным призна-
кам), эффективное получение GE-потомства и как можно более раннее его 
тиражирование, представляет собой неотъемлемую составляющую успешно-
го развития и имплементации GE-технологий в скотоводстве (6). 

В настоящем обзоре проведен ретроспективный анализ развития 
вспомогательных репродуктивных технологий (ART, assisted reproductive 
technologies), дана характеристика современного состояния исследований и 
дискутируются направления совершенствования ART в скотоводстве на ос-
нове генетических технологий, включая геномное редактирование.    

На ранних этапах основной целью разработки ART было повышение 
фертильности самцов. Первой такой технологией, использованной на до-
машних животных, стало искусственное осеменение (artificial insemination — 
AI). История развития AI у крупного рогатого скота в деталях описана в 
ряде обзоров (8-10). В настоящей работе мы лишь кратко остановимся на 
ее основных этапах. 

Развитие AI-технологии у млекопитающих началось с 1780 года, 
когда итальянский физиолог, профессор естествознания Лаззаро Спаллан-
цани (Lazzaro Spallanzani, 1729-1799) впервые провел искусственное осе-
менение собаки, получив потомство (11, цит. по 12). В 1799 году Джон 
Хантер (John Hunter, 1728-1793) успешно применил метод Л. Спалланцани 
на человеке, что привело к рождению здорового ребенка (цит. по 12, 13). 
Первое использование AI на млекопитающих для увеличения количества 
потомков, получаемых от одного самца, датировано концом XIX века. В 
1885 году заводчик собак породы бассет сэр Эверетт Милле (Everett Mil-
lais, 1856-1897) разделил эякулят на три части и использовал этот биомате-
риал для осеменения трех самок, каждая из которых дала здоровое потом-
ство (цит. по 12, 14). Примерно в это же время эффективность использо-
вания AI для повышения фертильности лошадей была продемонстрирова-
на во Франции (15, цит. по 16). Дальнейшее развитие AI-технология полу-
чила в работах биолога из Кембриджа Уолтера Хипа (Walter Heape, 1855-
1929), проводившего исследования на собаках, кроликах и лошадях (12). 
Практические основы искусственного осеменения домашних животных бы-
ли заложены в 1899 году российским ученым Ильей Ивановичем Ивано-
вым, который предложил использовать этот метод для тиражирования 
потомства лучших самцов-производителей с целью ускоренного улучшения 
породных качеств и продуктивности животных (17, 18). Идеи И.И. Иванова 
получили развитие в работах В.К. Милованова, внедрившего масштабные 
проекты по искусственному осеменению в скотоводстве и сконструиро-
вавшего первые искусственные вагины, подобные которым используются 
в настоящее время (19). В 1938 году в СССР искусственное осеменение 
проводилось на 1,2 млн коров. 
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Повышению роли AI в улучшении генетического потенциала до-
машних животных способствовало доказательство возможности сохранять 
оплодотворяющую способность спермиев высших позвоночных при замо-
раживании (криоконсервации), хранении в условиях низких температур и 
и оттаивании. Впервые это было продемонстрировано в 1942 году на пти-
це: после осеменения кур спермой, которая хранилась при 79 С в тече-
ние 1 ч, получили оплодотворенные яйца, однако все зародыши погибли в 
течение 10-15 ч после оплодотворения (20). Определяющая роль в разра-
ботке метода криоконсервации семени домашних животных как основы 
для широкого практического применения AI-технологии принадлежит со-
ветским ученым В.К. Милованову, И.И. Соколовской и И.В. Смирнову. 
И.И. Соколовской впервые в мире была доказана способность спермато-
зоидов млекопитающих после замораживания/оттаивания давать начало 
жизнеспособному потомству: при использовании семени, которое под-
вергли заморозке в парах углекислого газа и последующему оттаиванию, 
от крольчих получили 69 нормальных крольчат (21). Это стало научным 
прорывом, создавшим предпосылки для исследований на других видах 
сельскохозяйственных животных. Следующая крупная веха — использова-
ние глицерина в качестве криопротектора в процессе замораживания и 
сохранения семени при низких температурах. Хотя в большинстве работ 
открытие криопротекторной роли глицерина приписывают Christopher Polge 
(22), еще в 1937 году советские ученые А.Д. Бернштейн и В.В. Петропав-
ловский использовали глицерин для заморозки семени быков, баранов, 
жеребцов и кроликов при температуре 21 С (23). Однако их работа была 
опубликована на русском языке и не получила широкого признания. От 
осеменения заморожено-оттаянным семенем с применением глицерина как 
криопротектора в 1951 году было получено жизнеспособное потомство у 
кур (24) и крупного рогатого скота (25), а в 1957 году — у свиней (26) и 
лошадей (27). Широкое практическое применение в скотоводстве AI-тех-
нология получила с конца 1950-х—начала 1960-х годов, составив основу 
для развития крупномасштабной селекции (28, 29).  

Дополнительное преимущество технологии искусственного осеме-
нения дала разработка способа для сортировки сперматозоидов, несущих 
Х- и Y-хромосомы (30, 31, 32), с помощью измерения содержания ДНК в 
сперматозоидах млекопитающих методом поточной цитометрии (33). В 
последующем метод был усовершенствован и нашел широкое практиче-
ское применение (31). В настоящее время в странах с развитым скотовод-
ством искусственным осеменением охвачено до 100 % поголовья молочно-
го крупного рогатого скота. Генетический потенциал лучших быков-про-
изводителей тиражируется в их потомстве (от нескольких сотен тысяч до 
более чем миллиона особей) (http://www.holsteinusa.com, цит. по 34), что 
существенно ускоряет генетический прогресс в селекции.  

Основные этапы развития методов AI иллюстрирует рисунок 1. AI-
технология стала фундаментом для разработки других вспомогательных ре-
продуктивных технологий — пересадки эмбрионов, получения эмбрионов in 
vitro, клонирования, трансгенеза и генного редактирования.  

Не менее актуально мультитиражирование генетического потенци-
ала высокопродуктивных коров. Относительно позднее половое созрева-
ние (в возрасте 12-13 мес и старше), малоплодная стельность (как прави-
ло, один теленок) и относительно длительный период стельности при ис-
пользовании традиционной AI-технологии обусловливает получение пер-
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вого потомства у коров только в возрасте от 2 лет и в дальнейшем рожде-
ния (в оптимальных условиях) в среднем одного теленка в год. Проблема 
мультитиражирования также очень актуальна для реализации программ со-
хранения редких (малочисленных и генофондных) пород и уникальных 
генетических ресурсов (например, генетически модифицированных живот-
ных). В этой связи задачей развития ART стало как можно более раннее 
получение большего количества потомства от одной самки.  
 

 

Рис. 1. Основные этапы развития технологии искусственного осеменения (artificial insemination, AI). 
L. Spallanzani (11), W. Heape (12), E. Millais (14), И.И. Иванов (17), А.Д. Бернштейн, В.В. Пет-
ропавловский (23), В.К. Милованов (19), C.S. Shaffner (20), И.И. Соколовская (21), C. Polge с 
соавт. (22), D. Stewart с соавт. (цит. по 25), D. Pinkel с соавт. (33), D.L. Garner с соавт. (30). 

  

Начало этого направления исследований связывают с разработкой 
метода трансплантации эмбрионов (ET, embryo transfer) (35, 36). Первый 
ET-теленок после хирургической пересадки 5-суточного эмбриона, извле-
ченного из яйцевода коровы после убоя, родился в 1951 году в США (37). 
На начальных этапах извлечение и пересадку эмбрионов проводили хи-
рургическим путем, что ограничивало широкое практическое применение 
ET. В 1976 году впервые провели нехирургическое извлечение эмбрионов 
(38), а в начале 1980-х годов — нехирургическую пересадку эмбрионов у 
коров (39), что открыло возможность проведения этих работ непосред-
ственно на ферме. Основная цель ранних ET-программ заключалась в 
распространении в стадах желательных фенотипов. В 1988 году ученые из 
университета Гвельфа (University of Guelph, Канада) предложили концеп-
цию multiple ovulation embryo transfer (MOET, множественная овуляция и 
перенос эмбрионов) (40) как способа повышения генетического потенциа-
ла стад. Суть MOET заключается в том, что у коров-доноров посредством 
гормональной обработки вызывают суперовуляцию, затем проводят их ис-
кусственное осеменение, на 6-7-е сут после AI эмбрионы вымывают и пе-
ресаживают коровам-реципиентам (35, 36). Было показано, что создание 
нуклеусных стад и так называемый ювенильный MOET в потомстве телок 
позволяет почти в 2 раза ускорить генетический прогресс по сравнению с 
традиционными схемами селекции на основе оценки по качеству потом-
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ства. По данным Международного общества пересадки эмбрионов (Inter-
national Embryo Transfer Society, IETS, http://www.iets.org/comm_data.asp) 
(цит. по. 41), с 1997 до 2005 год наблюдался поступательный рост годового 
числа MOET-эмбрионов примерно с 450 тыс. до почти 800 тыс., после че-
го с 2005 по 2013 год производство эмбрионов стабилизировалось в преде-
лах 700-800 тыс/год. В 2014-2016 годах оно снизилось примерно до 610-
660 тыс/год, главным образом вследствие увеличения количества эмбрио-
нов, получаемых in vitro (цит. по. 41).  

Основным недостатком ET-технологии считается необходимость 
гормональной обработки. Во-первых, известно, что не все доноры одинако-
во хорошо реагируют на гормональную стимуляцию. Во-вторых, результа-
тивность суперовуляции с каждой последующей гормональной обработкой 
снижается (как правило, результативная реакция на гормональную стиму-
ляцию у коров наблюдается в течение 2-4 последовательных обработок). 
В-третьих, между гормональными обработками необходим перерыв в 2-3 
мес, что увеличивает расходы на содержание коров-доноров. Кроме того, 
получение эмбрионов невозможно при патологиях яйцеводов (42, 43).  

Следующим научным прорывом в развитии ART стало производ-
ство эмбрионов in vitro (IVP, in vitro production) (41). Классическая IVP-
технология включает выделение ооцитов из яичников самок, созревание 
полученных ооцитов in vitro (IVM, in vitro maturation), их оплодотворение 
in vitro (IVF, in vitro fertilization) и развитие in vitro (IVD, in vitro develop-
ment) до стадий, пригодных к трансплантации или заморозке (как прави-
ло, стадии поздней морулы и бластоцисты). Первые телята после оплодо-
творения in vitro овулировавшей яйцеклетки, созревшей in vivo, родились 
в 1981 году (44). О телятах, полученных исключительно посредством IVP, 
включая IVM, IVF и IVD, впервые сообщили в конце 1980-х годов (45). 
Первоначально для производства IVP-эмбрионов использовали яйцеклет-
ки, извлекаемые из яичников коров после убоя (post mortem), что ограни-
чивало использование этой технологии для генетического улучшения 
крупного рогатого скота.  

Интеграция технологии производства IVP-эмбрионов в программы 
генетического совершенствования скота началась с разработкой метода при-
жизненного получения яйцеклеток, известного как Ovum-Pick-Up (OPU) 
(46, 47). OPU — это неинвазивная процедура извлечения ооцитов из ан-
тральных фолликулов у живых животных (48-50). Ооциты коров in vivo 
впервые получили канадские ученые с помощью метода эндоскопии с до-
ступом через правую паралюмбальную впадину (51). В 1987 году в Дании 
была предложена аспирация фолликулов коров trans cutaneous под ультра-
звуковым контролем (52). Следующим шагом стала разработка в 1988 году 
голландскими учеными метода извлечения ооцитов коров посредством 
УЗИ-ассистированной трансвагинальной аспирации фолликулов (53). Этот 
метод вытеснил другие вышеназванные методы и в настоящее время счи-
тается базовым для получения ооцитов коров in vivo. В отличие от MOET, 
OPU не препятствует нормальному воспроизводству и производственному 
циклу донора (не было выявлено каких-либо долгосрочных негативных 
последствий для фертильности коров-доноров даже после 2-кратного про-
ведения OPU в неделю в течение более чем года) (54, 55). Подходящим 
донором может стать любая самка в возрасте от 6 мес до 3-го мес стельно-
сти и вскоре после отела (через 2-3 нед) (47). В настоящее время OPU 
рассматривается как альтернатива традиционной технологии MOET (48, 
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49) и все чаще используется в коммерческих программах во всем мире (50, 
56). Совместное использование методов OPU/IVP способно обеспечить 
получение более 50 телят на одну донорскую корову в год, хотя между до-
норами наблюдаются существенные различия. Так, T.A.M. Kruip с соавт. 
(57) проводили OPU дважды в неделю в течение 5 мес и получили в сред-
нем от одной коровы 340 ооцитов и 54 пригодных к трансплантации эм-
бриона. В 2016 году количество произведенных в мире IVP-эмбрионов ко-
ров составило более 600 тыс. и впервые превысило производство MOET-
эмбрионов (IETS, цит. по. 41). Учитывая важную роль OPU для развития 
наиболее передовых генетических технологий, таких как эмбриональная се-
лекция (58) и геномное редактирование (7), остановимся на исследованиях 
по совершенствованию OPU-технологии более подробно. 

Для повышения экономической эффективности OPU-технологии 
были изучены факторы, влияющие на количество и качество получаемых 
ооцитов. Оригинальная OPU-технология не предусматривает гормональ-
ной стимуляции, что ограничивает количество получаемых яйцеклеток. В 
этой связи для получения большего количества яйцеклеток за сеанс при-
меняются различные схемы гормональной стимуляции доноров с исполь-
зованием гонадотропинов плацентарного (например, гонадотропин сыво-
ротки жеребой кобылы, ГСЖК) и гипофизарного (например, фолликуло-
стимулирующий гормон, ФСГ) происхождения (48, 59, 60). Мы изучили 
влияние гормональной стимуляции с использованием ФСГ на результатив-
ность OPU у телок симментальской породы. Обработка ФСГ способство-
вала увеличению в 3,2 раза (в среднем с 4,5 до 14,6) числа видимых на 
УЗИ фолликулов (диаметром 3 мм и более), а также числа ооцит-куму-
люсных комплексов (ОКК), извлеченных за один сеанс (в среднем с 2,4 до 
7,7). При этом различий в качестве ОКК, полученных при гормональной 
стимуляции и без нее, мы не выявили (61). 

Однако при использовании гормональной стимуляции для OPU 
необходимо учитывать ряд возникающих проблем. Так, экзогенные гормо-
ны нарушают эндокринную систему донора, особенно при длительном 
применении, что может привести к бесплодию. Реакции разных доноров на 
гормональную стимуляцию неодинаковы: при применении ФСГ число оо-
цитов, полученных за сеанс, варьировало от 0 до 26 (62). Даже один и тот 
же донор в разных сеансах может проявлять неодинаковые реакции, что 
приводит к нестабильным результатам. В этой связи оптимально исполь-
зовать гормоны в течение короткого периода, оставляя время для регуля-
ции и восстановления эндокринной системы (47).  

На результативность OPU влияет кратность проведения сессий 
OPU, их технические и технологические параметры, индивидуальные осо-
бенности доноров (порода, возраст, репродуктивная фаза, реакция орга-
низма), обеспеченность рациона необходимыми питательными вещества-
ми (63), климатические условия (64, 65) и опыт оператора (47). 

Классическая процедура OPU (без гормональной стимуляции) в 
большинстве случаев предусматривает 2-кратное проведение пункции за 
неделю (2/w). Выбор в пользу режима 2/w обусловлен тем, что в этом слу-
чае увеличивается частота фолликулярных волн, происходит задержка эст-
рального цикла, созревания фолликулов и овуляции. Животные, подверг-
шиеся OPU в режиме 2/w, вступают в так называемое парафизиологиче-
ское состояние, при котором фолликулярные волны не зависят от эст-
рального цикла (57). При использовании режима 2/w не развивается до-
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минантный фолликул, так как все видимые фолликулы аспирируются в 
процессе OPU. При проведении OPU в режиме раз в неделю (1/w) и реже 
в большинстве случаев развивается доминантный фолликул, что приводит 
к регрессии и вырождению субординатных фолликулов. 

Сравнительный анализ OPU в режиме 1/w и 2/w не выявил разли-
чий в количестве аспирированных фолликулов, извлеченных ооцитов и 
бластоцист, полученных на 7-и сут культивирования, в расчете на одну 
корову за сеанс. Однако в расчете на неделю все эти три показателя были 
значительно выше для режима 2/w по сравнению с 1/w (66-68). Нами бы-
ло изучено влияние двух различных временных режимов на результатив-
ность OPU у телок симментальской породы в отношении количества и 
качества получаемых ооцитов (69). В среднем число ооцитов от донора за 
сессию при использовании обоих режимов оставило 4,4. Мы установили 
достоверное повышение в 1,2 раза (p < 0,05) доли OPU-ооцитов хороше-
го качества, характеризующихся нормальной морфологией, при выпол-
нении процедуры в режиме 2/w (65,7±4,0 % от общего числа извлечен-
ных ооцитов) по сравнению с 1/w (53,6±3,0 %). Степень созревания оо-
цитов (74,0 %), степень дробления оплодотворенных ооцитов (в среднем 
63,5 %) и степень развития эмбрионов до стадии бластоцисты (в среднем 
16,7 %) при этом были сопоставимы. В результате выполнение процедуры 
OPU дважды в неделю (с учетом повышения доли ооцитов хорошего каче-
ства по сравнению с проведением OPU-сессий один раз в неделю) позво-
ляло за определенный период времени получать от одного донора в 2,5 
раза больше эмбрионов в стадии бластоцисты (69).  

Установлено влияние возраста, а также физиологического состоя-
ния на результативность OPU. D. Rizos с соавт. (70) показали более высо-
кую результативность OPU у телок голштинской породы по сравнению с 
коровами: общее число извлеченных ооцитов составило соответственно 
4,7 против 2,8 (для ооцитов 1-2-й степени — 3,0 против 1,8). Существен-
ных различий в степени дробления оплодотворенных яйцеклеток и выходе 
бластоцист между телками и коровами не наблюдалось (70).  

Установлено влияние физиологического состояния на способность 
OPU-ооцитов к дальнейшему развитию. В эксперименте на черном япон-
ском скоте было показано, что процент дробления оплодотворенных яй-
цеклеток и их развития до стадии бластоцисты, а также выживаемость по-
сле заморозки выше для эмбрионов, полученных из ооцитов, извлеченных 
у стельных коров по сравнению с нестельными коровами (71). 

Выявлены существенные различия в результативности OPU между 
породами Bos taurus и Bos indicus (зебувидный скот). От доноров зебувид-
ных пород получают существенно больше ооцитов (72, 73), главным обра-
зом вследствие большего размера популяции фолликулов в яичнике. От до-
норов зебувидного скота породы Нелоре, разводимой в Бразилии, было по-
лучено от 18 до 25 ооцитов без использования экзогенных гормонов или 
протоколов синхронизации (74, 75). Сравнительное исследование голштин-
ской породы (Bos taurus) и породы гир (Bos indicus) выполнили J.H.F. Pontes 
с соавт. (50). Число жизнеспособных ооцитов, извлеченных за один сеанс 
OPU, у коров-доноров голштинской породы, породы гир, кроссов 1/2 
голштинская ½ 1/2 гир и 1/4 голштинская ½ 3/4 гир составило соответ-
ственно 8,0±2,7; 12,1±3,9; 24,3±4,7 и 16,8±5,0. Доля IVP-эмбрионов, по-
лученных от осеменения сексированным семенем (36-40 %), существенно 
не различалась между группами (50). Между разными породами скота Bos 
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taurus заметных различий в результативности OPU не выявлено. Для про-
гнозирования количества антральных фолликулов в яичниках коров пород 
Bos taurus и Bos indicus и, как следствие, результативности OPU можно ис-
пользовать концентрацию антимюллерова гормона в плазме крови (он вы-
рабатывается клетками фолликулов в период их созревания) (76). 

Технические факторы, влияющие на результативность OPU, — это 
чувствительность приборов для УЗИ-диагностики, тип (секторный или ли-
нейный) и частота используемого зонда (57, 77), характеристики вакуума 
(78-80), диаметр и длина скоса игл (57, 81, 82), прокручивание иглы внут-
ри фолликула в процессе аспирации (80, 83), удаление доминантного фол-
ликула (66, 84). 

Еще одну возможность получения ооцитов от живых коров дает 
лапароскопический метод сбора ооцитов (L-OPU), который на крупном 
рогатом скоте впервые применили в 1992 году (85). L-OPU обладает пре-
имуществами по сравнению с классической процедурой OPU: можно вы-
бирать для аспирации поверхностные фолликулы, аспирировать фоллику-
лы меньшего диаметра (от 2 мм), вести непосредственное наблюдение за 
репродуктивными органами и яичником, осуществлять визуальный кон-
троль процедуры аспирации, что снижает риск повреждения яичника. В то 
же время сравнительные исследования показали, что при использовании 
классической технологии OPU число ооцитов хорошего качества и, как 
следствие, выход эмбрионов на стадии морулы/бластоцисты выше, чем 
при L-OPU (86, 87). Технология L-OPU находит применение для получения 
ооцитов от препубертальных самок (в возрасте от 2 мес), на которых ис-
пользование классической OPU-технологии невозможно. Методом L-OPU 
от телочек в возрасте 2-6 мес за одну сессию было получено 4,6 (85), 21,4 
(88) и 42,6 ооцита (89). Отбор (на основе геномной оценки) препуберталь-
ных самок с высокой племенной ценностью в качестве доноров ооцитов 
позволяет уменьшить генерационный интервал и, как следствие, ускорить 
генетически прогресс в селекции (90). Однако для практического приме-
нения этой технологии необходимо совершенствование протоколов полу-
чения эмбрионов in vitro с использованием ювенальных ооцитов.   

H.D. Reichenbach с соавт. (91) предложили модификацию метода 
L-OPU с доступом к яичникам коров через свод влагалища. Процедура 
проводится под эпидуральной анестезией менее чем за 15 мин, не требует 
хирургического вмешательства и может выполняться в полевых условиях.  

Еще одним научным прорывом в развитии ART как фундамента 
для развития передовых генетических технологий в скотоводстве стало 
успешное эмбриональное клонирование с использованием соматических 
клеток — SCNT (somatic cell nuclear transfer). SCNT — это метод, при ко-
тором ядро соматической клетки переносится в энуклеированный ооцит 
для получения нового индивидуума, генетически идентичного донору со-
матической клетки (92-94). Рождение первых клонированных телят было 
описано в 1993 году (95). Для клонирования использовали клетки внутрен-
ней клеточной массы (ICM, inner cell mass), которые выделяли из бласто-
цист и культивировали от 6 до 100 сут. О первых телятах, полученных ме-
тодом SCNT с использованием дифференцированных соматических клеток 
(фетальных фибробластов), сообщили в 1998 году (96). 

Таким образом, за столетний период в скотоводстве были разрабо-
таны и внедрены в практику различные ART (рис. 2), которые стали осно-
вой для эффективных технологий генетического улучшения крупного ро-
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гатого скота, включая технологии геномной селекции (3, 97).  
 

 

Рис. 2. Этапы разработки вспомогательных репродуктивных технологий (assisted reproductive 
technology, ART), ставшие основой для развития генетических технологий в скотоводстве. И.И. Ива-
нов (17), D. Stewart с соавт. (цит. по 25), E.L. Willett с соавт. (37), R.P. Elsden с соавт. (38), 
R.F. Rowe с соавт. (39), B.G. Brackett с соавт. (44), K. Goto с соавт. (45), C. Smith с соавт. (40), 
M.C. Pieterse с соавт. (53), M. Sims, N.L. First (95), X. Vignon с соавт. (96); ET — пересадка 
эмбрионов, IVP — получение эмбрионов in vitro, IVM — созревание in vitro, IVF — оплодо-
творение in vitro, IVD — развитие in vitro, MOET — множественная овуляция и пересадка эм-
брионов, SCNT — перенос ядер соматических клеток, ICM — внутренняя клеточная масса. 
 

Совершенствование ART, включая технологии IVP и ET, до уровня 
рутинной лабораторной практики инициировало попытки внесения гене-
тических изменений в ранние эмбрионы сельскохозяйственных животных. 
На начальном этапе развития методов трансгенеза для этих целей исполь-
зовались микроинъекции раствора генных конструкций в пронуклеус зи-
гот (5, 98, 99). Результативность такого подхода для генерации трансген-
ных млекопитающих была первоначально продемонстрирована на мышах 
(100). Впервые о создании трансгенных сельскохозяйственных животных 
сообщили в 1985 году две лаборатории — в США (101) и Германии (102). 
Первые трансгенные телята, несущие ген лактоферрина человека под кон-
тролем промотора гена -S1-казеина крупного рогатого скота, были полу-
чены в 1991 году (103). В последующие годы с использованием метода 
микроинъекции выполнялись различные генетические модификации у 
сельскохозяйственных животных разных видов, включая крупный рогатый 
скот (104). Основные недостатки метода микроинъекции — его очень вы-
сокая трудоемкость и низкая эффективность. Для получения одного 
трансгенного теленка необходимо инъецировать более 1000 зигот (105). 
При этом только около 70 % трансгенных животных-родоначальников спо-
собны передавать трансген по наследству потомству, а из полученных 
трансгенных линий только у 50 % уровень экспрессии достаточен для по-
следующего практического использования (106). Из-за высокой стоимости 
метода микроинъекций основные цели генетической модификации до-
машних животных переместились из сельскохозяйственной области в био-
медицинскую, где возможны более высокие доходы от внедрения (107). В 
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середине 1990-х годов метод пересадки ядер соматических клеток, генети-
чески трансформированных in vitro, практически полностью вытеснил 
микроинъекции в пронуклеус зигот (рис. 3). 

 

 

Рис. 3. Схема создания генетически модифицированных животных с использованием технологии 
переноса ядер соматических клеток (somatic cell nuclear transfer, SCNT). 

 

Преимущества SCNT по сравнению с методом микроинъекции за-
ключаются в том, что SCNT позволяет выбирать клетки-доноры опреде-
ленного пола и проводить предварительный отбор клеток с заданными 
генетическими изменениями в культуре in vitro, в результате чего 100 % 
полученных потомков будут иметь желаемый пол и нести нужные генети-
ческие модификации. Еще одно преимущество SCNT в аспекте последу-
ющего применения для сельскохозяйственных целей — это возможность 
получения доноров ядер от высокопродуктивных животных, а также высо-
кодостоверное прогнозирование племенной ценности будущего потомства с 
помощью геномной оценки (6). К недостаткам метода следует отнести по-
ниженную жизнеспособность эмбрионов, полученных методом SCNT, что 
проявляется в большей (на 60 %) эмбриональной смертности между 35-ми и 
60-ми сут стельности по сравнению с IVP-эмбрионами (108). После сооб-
щения в 1998 году о первом трансгенном теленке, несущем репортерные 
гены -галаксидазы и неомицина (109), метод SCNT более 15 лет оставался 
доминирующим при получении трансгенного крупного рогатого скота. 

За более чем 30-летний период разработано большое число прие-
мов трансгенеза, которые в сочетании с различными ART были успешно 
применены для генерации генетических изменений у крупного рогатого 
скота (рис. 4). Однако использование технологий трансгенеза в программах 
селекционно-племенной работы в скотоводстве до недавнего времени ли-
митировалось относительно высокой стоимостью создания трансгенного 
крупного рогатого скота, а также отсутствием надежного метода, способно-
го с высокой эффективностью обеспечить внесение заданных генетических 
изменений в целевые участки генома (5, 6).  

Дальнейший прогресс в области генной инженерии домашних жи-
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вотных связывают с развитием технологий геномного редактирования (ge-
nome editing, GE), обеспечивающих возможность генераций направленных 
(сайт-специфических) модификаций в геноме (120). В качестве инструмен-
тов для GE крупного рогатого скота находят применение системы ДНК-
транспозонов (118) и сайт-специфических нуклеаз, включая ZFN (zinc-
finger nucleases) нуклеазы «цинковых пальцев» (114, 115), TALEN (transcrip-
tion activator-like effector nucleases) — эффекторные нуклеазы, подобные ак-
тиваторам транскрипции (116, 117), и системы на основе CRISPR/Cas9 
(CRISPR — короткие палиндромные повторы, регулярно расположенные 
группами; Cas9 — CRISPR-ассоциированный белок 9) (120). Вследствие от-
носительной простоты создания генных конструкций последние приобрета-
ют все большую популярность для GE сельскохозяйственных животных (7). 

 

 
Рис. 4. Развитие методов генетической модификации крупного рогатого скота. P. Krimpenfort с 
соавт. (103), J.B. Cibelli с соавт. (109), A.W.S. Chan с соавт. (110), Y. Kuroiwa с соавт. (111), 
A. Hofmann с соавт. (112), J.A. Richt с соавт. (113), S. Yu с соавт. (114), X. Liu с соавт. (115), 
C. Proudfoot с соавт. (116), H. Wu с соавт. (117), S.Y. Yum с соавт. (118), Y. Gao с соавт. 
(119). 

 

Для заданных генетических изменений в генеративных линиях 
сельскохозяйственных животных посредством GE используются два ос-
новных подхода: пересадка ядер соматических клеток (как правило, эм-
бриональных фибробластов), предварительно модифицированных in vitro 
(см. рис. 2), и микроинъекция РНК-формы генных конструкций в зиготы. 
Преимущества SCNT отмечались выше, однако SCNT все еще не стал ру-
тинной процедурой во многих лабораториях (121). Выполнить микроинъ-
екции относительно проще. В отличие от классической микроинъекции в 
пронуклеус зигот (101, 102), при использовании сайт-специфических нук-
леаз генные конструкции вводят в цитоплазму зигот. Несмотря на то, что 
только часть животных, полученных из инъецированных эмбрионов, несут 
ожидаемые генетические изменения, метод микроинъекции был успешно 
реализован при GE у крупного рогатого скота (7). В сочетании с техноло-
гией OPU/IVP, позволяющей в большом количестве получать зиготы от 
родителей с высокой племенной ценностью, метод микроинъекции может 

A. 
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стать базовым для использования в программах генетического улучшения 
крупного рогатого скота посредством GE. 

Итак, за более чем 100-летнюю историю достигнут значительный 
прогресс в развитии вспомогательных репродуктивных технологий для круп-
ного рогатого скота. Такие технологии, как искусственное осеменение (в 
том числе с использованием семени, разделенного по полу), множествен-
ная овуляция и пересадка эмбрионов, в настоящее время активно исполь-
зуются в практическом животноводстве и стали базисом для разработки 
эффективных программ генетического совершенствования поголовья, вклю-
чая геномную селекцию. Дальнейший прогресс в селекции крупного рога-
того скота связывают с интеграцией в программы разведения технологии 
геномного редактирования. Успешное решение этой амбициозной задачи 
во многом будет зависеть от развития вспомогательных репродуктивных 
технологий, таких как прижизненное получение яйцеклеток коров, опло-
дотворение и культивирование эмбрионов in vitro, пересадка ядер генети-
чески модифицированных соматических клеток. 
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A b s t r a c t  
 

The development of technologies of “active” transgenesis has allowed targeted modifica-
tions (gene editing, GE) in the genome of farm animals of different species with relatively high effi-
ciency (reviewed by S.Y. Yum et al., 2018; A.L. Van Eenennaam, 2019; N.A. Zinovieva et al., 
2019). However, effective improvement of livestock production systems based on GE technologies 
requires the development of an integrated approaches combined with biotechnology, population ge-
netics, quantitative genomics and advanced reproductive technologies (ART) (C. Rexroad et al., 
2019). The development of ART, including obtaining germ plasma for gene editing from animals 
with the desired genetic characteristics, the effective production of GE-offspring and its as possible 
earlier multiplication are an integral part of the successful development and implementation of GE 
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technologies in cattle breeding (A.L. Van Eenennaam, 2019). This review provides a retrospective 
analysis of the development of assisted reproductive technologies (ART), including artificial insemi-
nation (R.H. Foote, 2002; R.G. Saacke, 2012; P. Lonergan, 2018), embryo transfer (K.J. Betteridge, 
2003; R.J. Mapletoft, 2013), in vitro production of embryos (IVP) (L. Ferré et al., 2019), oocyte 
retrieval on living animals — Ovum-Pick-Up (R. Boni, 2012; M. Qi et al., 2013), and somatic cell 
nuclear transfer (C.L. Keefer, 2015; K.R. Bondioli, 2018; A.V. Lopukhov et al., 2019). We describe 
the state of the art of research and discuss the areas of further improvement of ART for the devel-
opment of genetic technologies in cattle breeding, including gene editing. The review shows that for 
more than 100 years of history, significant progress has been made in the development of assisted 
reproductive technologies of cattle, many of which are now actively used in practical animal breeding 
(C. Smith, 1988; L. Ferré et al., 2019) and became the basis for the development of effective programs 
for genetic improvement of livestock, including genomic selection (P.M. VanRaden et al., 2009). Cur-
rent research priorities are focused on ensuring further progress in cattle breeding through the integra-
tion of GE technologies into livestock breeding programs (C. Rexroad et al., 2019, A.L. Van Eenen-
naam, 2019). Assisted reproductive technologies will play a crucial role in this ambitious task. 

 

Keywords: cattle, assisted reproductive technologies, gene editing.  
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