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Îïòèìèçèðîâàíû óñëîâèÿ âûäåëåíèÿ ïðèìîðäèàëüíûõ çàðîäûøåâûõ êëåòîê êóð (êðîññ 
Ïòè÷íîå) èç 4-8-ñóòî÷íûõ ýìáðèîíîâ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ýôôåêòèâíûì ìåòîäîì äåçàãðåãàöèè êó-
ðèíûõ ýìáðèîíîâ ñ öåëüþ ïîëó÷åíèÿ ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê ñëóæèò ôåðìåíòàòèâíàÿ îáðàáîòêà 
0,05 % òðèïñèíîì. Ìàêñèìàëüíîå êîëè÷åñòâî ïðèìîðäèàëüíûõ çàðîäûøåâûõ êëåòîê ìîæåò áûòü 
âûäåëåíî èç 6-ñóòî÷íûõ ýìáðèîíîâ ñ ïîñëåäóþùèì ðàçäåëåíèåì ñóñïåíçèè êëåòîê ïî àäãåçèè ïî-
ñëå 90 ìèí êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ êóð â êà÷åñòâå ôè-
äåðíîãî ñëîÿ. Ïðè èíêóáàöèè ÏÇÊ íà ôèäåðíîì ñëîå æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ñîõðàíÿëàñü áî-
ëåå äëèòåëüíîå âðåìÿ — îò 5 äî 7 ñóò â çàâèñèìîñòè îò òèïà êëåòîê, èñïîëüçóåìûõ â êà÷åñòâå 
ôèäåðíîãî ñëîÿ (ïåðåâèâàåìàÿ êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ STO, ñâåæåèçîëèðîâàííûå è êóëüòèâèðóåìûõ â 
òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ïàññàæåé ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ êóð). 

 

Êëþ÷åâûå ñëîâà: öûïëÿòà, ýìáðèîíû, ïðèìîðäèàëüíûå çàðîäûøåâûå êëåòêè, óñëîâèÿ 
âûäåëåíèÿ. 
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Äëÿ ïîëó÷åíèÿ òðàíñãåííîé ïòèöû èñïîëüçóþò ðÿä ìåòîäîâ (1-7). 
Îäíàêî, íåñìîòðÿ íà çàìåòíûå óñïåõè â îáëàñòè òðàíñãåíåçà ïòèöû, ñîç-
äàíèå òðàíñãåííûõ êóð â íàñòîÿùåå âðåìÿ âñå åùå ïðåäñòàâëÿåò îïðåäå-
ëåííóþ ïðîáëåìó. Îñîáåííîñòè âîñïðîèçâîäñòâà è ðàçâèòèÿ êóð (8) çíà÷è-
òåëüíî ñíèæàþò ýôôåêòèâíîñòü òðàäèöèîííîãî ìåòîäà ââåäåíèÿ ýêçîãåí-
íîé ÄÍÊ â êëåòêè æèâîòíûõ — ìèêðîèíúåêöèè, ÷òî òðåáóåò ïîèñêà àëü-
òåðíàòèâíûõ ñïîñîáîâ íàïðàâëåííîãî ïåðåíîñà ãåíîâ. Ê ÷èñëó òàêèõ ìå-
òîäè÷åñêèõ ïîäõîäîâ, èíòåíñèâíî ðàçâèâàåìûõ â ïîñëåäíèå ãîäû, îòíî-
ñèòñÿ ïðèåì, ñâÿçàííûé ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàçíûõ òèïîâ ïëþðèïîòåíòíûõ 
ñòâîëîâûõ êëåòîê (â òîì ÷èñëå ïðèìîðäèàëüíûõ çàðîäûøåâûõ êëåòîê — 
ïðåäøåñòâåííèêîâ äèôôåðåíöèðîâàííûõ ïîëîâûõ êëåòîê) â êà÷åñòâå êëå-
òîê-ìèøåíåé äëÿ ââåäåíèÿ ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ (9). Ãåíåòè÷åñêàÿ òðàíñ-
ôîðìàöèÿ ïðèìîðäèàëüíûõ çàðîäûøåâûõ êëåòîê (ÏÇÊ) ñ èõ ïîñëåäóþùåé 
òðàíñïëàíòàöèåé â ýìáðèîíû êóð in vivo ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê ïåðñïåêòèâ-
íûé ìåòîä öåëåíàïðàâëåííîé ãåíåòè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè ãîíàä è ñîçäà-
íèÿ òðàíñãåííîé ïòèöû.  

Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðåäñòàâëÿåòñÿ àêòóàëüíûì ïðîâåäåíèå èññëåäîâà-
íèé ïî âûäåëåíèþ è õàðàêòåðèñòèêå ïðèìîðäèàëüíûõ çàðîäûøåâûõ êëå-
òîê êóð êàê ìèøåíåé äëÿ ãåííî-èíæåíåðíûõ ìàíèïóëÿöèé, ÷òî è ïîñëó-
æèëî öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû. 

Ìåòîäèêà. Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà ýìáðèîíàõ êðîññà Ïòè÷-
íîå. Ìàòåðèàëîì äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÏÇÊ ñëóæèëè ýìáðèîíû ñ 4-õ ïî 8-å ñóò 
ðàçâèòèÿ (èíêóáàöèè). Äëÿ äåçàãðåãàöèè ýìáðèîíîâ èñïîëüçîâàëè äâà ìå-
òîäè÷åñêèõ ïîäõîäà: ìåõàíè÷åñêóþ äèññîöèàöèþ êëåòîê èëè ôåðìåíòà-
òèâíóþ îáðàáîòêó òêàíè. Äèññîöèàöèþ êëåòîê ýìáðèîíîâ ïðîâîäèëè ïî-
ñðåäñòâîì ïèïåòèðîâàíèÿ â ïåðâîì ñëó÷àå â ñðåäå DMEM (ÎÎÎ «Ïàí-
Ýêî», Ðîññèÿ) â òå÷åíèå 5 ìèí, âî âòîðîì — â ðàñòâîðå òðèïñèíà ðàçíîé 
êîíöåíòðàöèè (0,05; 0,10; 0,15 è 0,25 %), ïðåäâàðèòåëüíî ïðîãðåòîãî äî 
37 °Ñ, â òå÷åíèå 7-10 ìèí. 
                                                            
∗ Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìèíèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ, ïðîåêò  

¹ 11.519.11.2024. Â ïðîâåäåíèè èññëåäîâàíèé èñïîëüçîâàíî îáîðóäîâàíèå ÖÊÏ «Áèîðåñóðñû è áèîèí-
æåíåðèÿ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ» ÃÍÓ ÂÈÆ Ðîññåëüõîçàêàäåìèè.  



 62 

Ñóñïåíçèè êëåòîê, ïîëó÷åííûå ïðè èñïîëüçîâàíèè ìåõàíè÷åñêîé 
èëè ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêè òêàíè, ñðàâíèâàëè ïîä ìèêðîñêîïîì 
(«Nikon», ßïîíèÿ) ïðè óâåëè÷åíèè ½400 âèçóàëüíî ïî ñëåäóþùèì ïîêàçà-
òåëÿì: ÷èñëî êëåòîê â ñóñïåíçèè, ÷èñëî åäèíè÷íûõ êëåòîê, ÷èñëî êëåòîê, 
îáúåäèíåííûõ â ãðóïïû, ÷èñëî æèâûõ è ìåðòâûõ êëåòîê. Äëÿ èäåíòèôè-
êàöèè ÏÇÊ ïðîâîäèëè îêðàøèâàíèå íà ãëèêîãåí (ØÈÊ-ðåàêöèÿ) (10). 

Àäãåçèðóþùóþ ñïîñîáíîñòü ÏÇÊ êóð ïî îòíîøåíèþ ê äðóãèì òèïàì 
ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê îöåíèâàëè ïðè êðàòêîñðî÷íîì êóëüòèâèðîâàíèè (îò 
15 äî 120 ìèí) â ÷àøêàõ Ïåòðè ñî ñðåäîé DMEM. Ïî îêîí÷àíèè èíêóáà-
öèè êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó, â êîòîðîé íàõîäèëèñü íå ïðèêðåïèâøèåñÿ ê ïîä-
ëîæêå êëåòêè, îñòîðîæíî ïåðåëèâàëè èç ÷àøåê Ïåòðè â öåíòðèôóæíûå 
ïðîáèðêè, öåíòðèôóãèðîâàëè (200 g, 5 ìèí). Îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñðå-
äå DMEM (240 êë/ìêë), 50 ìêë ñóñïåíçèè íàíîñèëè íà ïðåäìåòíîå ñòåêëî, 
äåëàëè ìàçîê, âûñóøèâàëè è îêðàøèâàëè íà ãëèêîãåí (ØÈÊ-ðåàêöèÿ) äëÿ 
èäåíòèôèêàöèè ÏÇÊ. Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ðàññ÷èòûâà-
ëè ïðîöåíò îêðàøåííûõ êëåòîê (ÏÇÊ) îò îáùåãî ÷èñëà èññëåäîâàííûõ.   

Äëÿ ïîääåðæàíèÿ ÏÇÊ â êóëüòóðå èñïîëüçîâàëè ñðåäó DMEM ñ 
âûñîêèì ñîäåðæàíèåì ãëþêîçû (4,5 ã/ë) è ñûâîðîòêè ïëîäà êîðîâû (15 %) 
ñ äîáàâëåíèåì ãëóòàìèíà (2 ìÌ), 2-ìåðêàïòîýòàíîëà (10-6 ìÌ) è ãåíòà-
ìèöèíà (50 ìêã/ìë). Ñóñïåíçèþ êëåòîê, ïîëó÷åííóþ èç 6-ñóòî÷íîãî ýì-
áðèîíà, âûñåâàëè â ÷àøêè Ïåòðè (d = 100 ìì) è êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 
18-24 ÷, ïîñëå ÷åãî ñóïåðíàòàíò, ñîäåðæàùèé ïðåèìóùåñòâåííî êëåòêè 
êðîâè, ñëèâàëè, à êëåòêè, àäãåçèðîâàííûå íà ïîâåðõíîñòè ÷àøêè Ïåòðè, 
ñíèìàëè 0,25 % ðàñòâîðîì òðèïñèíà è ïåðåñåâàëè. Ïîñëå 90 ìèí êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ, íåîáõîäèìîãî äëÿ àäãåçèè ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ, ñóïåðíà-
òàíò, ñîäåðæàùèé ÏÇÊ, ïåðåíîñèëè íà íîâûå ÷àøêè Ïåòðè ñ ôèäåðíûì ñëî-
åì è áåç íåãî. Ôèäåðíûé ñëîé ãîòîâèëè èç ïåðåâèâàåìûõ ýìáðèîíàëüíûõ 
ôèáðîáëàñòîâ ìûøè ëèíèè STO, à òàêæå ñâåæåèçîëèðîâàííûõ è êóëüòèâè-
ðóåìûõ â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ïàññàæåé ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ êóð. 

Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê êîíòðîëèðîâàëè ïî îáùåïðèíÿòîé ìåòî-
äèêå îêðàøèâàíèåì 0,5 % ðàñòâîðîì òðèïàíîâîãî ñèíåãî (11). 

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó äàííûõ îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ñòàí-
äàðòíîé êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû Microsoft Excel. 

Ðåçóëüòàòû. Áûëî èçó÷åíî âëèÿíèå òðåõ ôàêòîðîâ (ñïîñîáà äåçàã-
ðåãàöèè ýìáðèîíîâ, î÷èñòêè ÏÇÊ îò äðóãèõ òèïîâ êëåòîê è âîçðàñòà ýì-
áðèîíîâ, èñïîëüçóåìûõ äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÏÇÊ) íà ýôôåêòèâíîñòü âûäåëå-
íèÿ ÏÇÊ èç ýìáðèîíîâ êóð.   

Ïðè ìåõàíè÷åñêîé äèññîöèàöèè êóðèíûõ ýìáðèîíîâ ïîëó÷åííàÿ 
ñóñïåíçèÿ ñîñòîÿëà èç êëåòîê, êàê îòäåëåííûõ äðóã îò äðóãà, òàê è îáúåäè-
íåííûõ â ãðóïïû. Â ñóñïåíçèè äîëÿ åäèíè÷íûõ êëåòîê è êëåòî÷íûõ àãëîìå-
ðàòîâ äîñòèãàëà ñîîòâåòñòâåííî 69 è 31 %. Ïðè íåïîëíîé äåçàãðåãàöèè òêà-
íè ïîä âîçäåéñòâèåì ìåõàíè÷åñêîé îáðàáîòêè îòìå÷àëîñü ìèíèìàëüíîå ñíè-
æåíèå æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê (äîëÿ ìåðòâûõ êëåòîê íå ïðåâûøàëà 1 %).  

Èñïîëüçîâàíèå ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêè ýìáðèîíîâ ïîçâîëèëî 
ïîëó÷èòü ñóñïåíçèþ, ñîñòîÿùóþ ïðåèìóùåñòâåííî èç îòäåëüíûõ êëåòîê. 
Êëåòî÷íûõ àãðåãàòîâ ïðàêòè÷åñêè íå íàáëþäàëè. Åäèíè÷íûå ãðóïïû êëå-
òîê (äî 0,1 %) áûëè âûÿâëåíû òîëüêî ïðè èñïîëüçîâàíèè 0,05 è 0,10 % 
òðèïñèíà. Îäíàêî âûõîä æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê îêàçàëñÿ íèæå, ÷åì ïðè 
ìåõàíè÷åñêîé äèññîöèàöèè. Ïðè èñïîëüçîâàíèè 0,05 % òðèïñèíà îòìå÷à-
ëè ìàêñèìàëüíóþ äîëþ òàêèõ êëåòîê â ñóñïåíçèè — 95 %, ÷òî íåçíà÷è-
òåëüíî íèæå (íà 4 %) àíàëîãè÷íûõ ïîêàçàòåëåé ïðè ìåõàíè÷åñêîé îáðà-
áîòêå òêàíåé. Ó÷èòûâàÿ ýòî, à òàêæå âîçìîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ ñóñïåíçèè, 
ïðåäñòàâëåííîé ïðàêòè÷åñêè íà 100 % ðàçîáùåííûìè êëåòêàìè, äëÿ âû-
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äåëåíèÿ ÏÇÊ â äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèÿõ ìû èñïîëüçîâàëè ðàñòâîð òðèï-
ñèíà â óêàçàííîé êîíöåíòðàöèè. 

Öèòîëîãè÷åñêèé àíàëèç ïðåïàðàòîâ, ïîëó÷åííûõ èç êóðèíûõ ýì-
áðèîíîâ íà 4-8-å ñóò èíêóáàöèè, âûÿâèë èçìåíåíèå êîëè÷åñòâà ÏÇÊ â 
ãîíàäàõ ñ âîçðàñòîì. Òàê, åñëè ó 4-ñóòî÷íûõ ýìáðèîíîâ ÷èñëî ÏÇÊ â ðàñ-
÷åòå íà îäèí ýìáðèîí ðàâíÿëîñü ëèøü 302±18 êë., òî ê 6-ì ñóò îíî âîç-
ðàñòàëî äî 4080±70 êë. Çàòåì ýòîò ïîêàçàòåëü ðåçêî ñíèæàëñÿ (ê 7-ì è 
8-ì ñóò èíêóáàöèè — â 3,2 è 4,3 ðàçà) è ñîñòàâèë ñîîòâåòñòâåííî 1217±76 
è 940±37 êë., ÷òî ìîæíî îáúÿñíèòü íà÷àëîì äèôôåðåíöèðîâêè ÏÇÊ â ãî-
íàäàõ â óêàçàííûé ïåðèîä ýìáðèîãåíåçà è îáóñëîâëåííîé åþ ÷àñòè÷íîé 
ïîòåðåé èõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ ïðèçíàêîâ (â ÷àñòíîñòè, íåêîòîðûå êëåòêè 
íå îêðàøèâàëèñü â ØÈÊ-ðåàêöèè íà ãëèêîãåí).  

Ïðè èçîëÿöèè ÏÇÊ èç ýìáðèîíîâ êóð ïîëó÷åííàÿ ïîïóëÿöèÿ êëå-
òîê, êàê ïðàâèëî, íåîäíîðîäíà èç-çà ïðèñóòñòâèÿ äðóãèõ êëåòî÷íûõ òèïîâ, 
÷òî òðåáóåò ïðîâåäåíèÿ äîïîëíèòåëüíûõ ìàíèïóëÿöèé ïî óâåëè÷åíèþ äîëè 
ÏÇÊ â êóëüòóðå, â ÷àñòíîñòè ðàçäåëåíèÿ êëåòîê ïî àäãåçèè. 

Ñðàâíåíèå àäãåçèðóþùåé ñïîñîáíîñòè ÏÇÊ êóð è äðóãèõ òèïîâ ýì-
áðèîíàëüíûõ êëåòîê ìåòîäîì êðàòêîñðî÷íîãî (15-120 ìèí) êóëüòèâèðîâàíèÿ 
ïîêàçàëî, ÷òî â ïåðâè÷íîé ïîïóëÿöèè êëåòîê êóðèíûõ ýìáðèîíîâ ñîäåðæà-
íèå ÏÇÊ â ñóñïåíçèè íå ïðåâûøàëî 5,0±0,1 % (ðèñ. 1). Ðàçäåëåíèå ïî àäãå-
çèè ïîçâîëèëî ïîâûñèòü äîëþ òàêèõ êëåòîê â êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè. Âûñîêàÿ 
îäíîðîäíîñòü êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè áûëà äîñòèãíóòà ïðè ðàçäåëåíèè êëåòîê 
ïîñëå 90 ìèí êóëüòèâèðîâàíèÿ: ñîäåðæàíèå ÏÇÊ â ñóñïåíçèè äîñòèãàëî 
80,7±3,4 %. Ïðè ïðîäîëæèòåëüíîñòè ìåíåå 90 ìèí èíêóáàöèÿ èçîëèðîâàííûõ 
êëåòîê â ðîñòîâîé ñðåäå (ñ ïîñëåäóþùèì ðàçäåëåíèåì) ïîçâîëèëà ñôîðìè-
ðîâàòü ïîïóëÿöèþ êëåòîê, ïðåäñòàâëåííóþ ÏÇÊ òîëüêî íà 26,5-67,9 %.  

 

 
Ðèñ. 1. Ñóñïåíçèÿ ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê êóð (êðîññ Ïòè÷íîå), ïîëó÷åííàÿ äî è ïîñëå (ñîîòâåò-
ñòâåííî ñëåâà è ñïðàâà) ðàçäåëåíèÿ êëåòîê ïî àäãåçèè (ïðèìîðäèàëüíûå çàðîäûøåâûå êëåòêè 
îòìå÷åíû ñòðåëêàìè). ØÈÊ-îêðàøèâàíèå íà ãëèêîãåí, óâåëè÷åíèå ½400. 

 

Îïòèìèçàöèÿ óñëîâèé âûäåëåíèÿ ÏÇÊ èç ýìáðèîíîâ êóð ïîçâîëèëà 
ïîëó÷èòü ïîïóëÿöèþ êëåòîê, ñîñòîÿùóþ â îñíîâíîì èç ÏÇÊ. Ýòîò òèï 
êëåòîê ïî ìîðôîëîãè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì ñóùåñòâåííî îòëè÷àëñÿ îò 
äðóãèõ òèïîâ ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê: ÏÇÊ èìåëè øàðîîáðàçíóþ ôîðìó, èõ 
äèàìåòð âàðüèðîâàë îò 14 äî 26 ìêì.   

Îöåíêà ýôôåêòèâíîñòè ïîääåðæàíèÿ ÏÇÊ â êóëüòóðå ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ñðåäû DMEM ñ äîáàâêàìè ïðîäåìîíñòðèðîâàëà, ÷òî â ÷àøêàõ Ïåòðè 
áåç ôèäåðíîãî ñëîÿ ÏÇÊ ñîõðàíÿëè æèçíåñïîñîáíîñòü íà ïðîòÿæåíèè 1-
2 ñóò. Ïðè ýòîì îíè ïðàêòè÷åñêè íå ïðèêðåïëÿëèñü ê ïîäëîæêå è íàõîäè-
ëèñü â ñóñïåíçèè âî âçâåøåííîì ñîñòîÿíèè. Îêðàøèâàíèå êëåòîê 0,5 % 
ðàñòâîðîì òðèïàíîâîãî ñèíåãî íå âûÿâèëî ñíèæåíèÿ èõ æèçíåñïîñîáíîñòè 
â òå÷åíèå 8 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïðè óâåëè÷åíèè ñðîêà èíêóáàöèè äîëÿ 
æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ñíèæàëàñü è ÷åðåç 48 ÷ ñîñòàâèëà 0,1 % (ðèñ. 2).  
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Ðèñ. 2. Ïðîäîëæèòåëüíîñòü êóëü-
òèâèðîâàíèÿ ïðèìîðäèàëüíûõ
çàðîäûøåâûõ êëåòîê êóð êðîñ-
ñà Ïòè÷íîå â çàâèñèìîñòè îò 
òèïà êëåòîê, èñïîëüçóåìûõ äëÿ
ïîëó÷åíèÿ ôèäåðíîãî ñëîÿ: 1 —
áåç ôèäåðíîãî ñëîÿ, 2 — ñâåæå-
èçîëèðîâàííûå ýìáðèîíàëüíûå
êóðèíûå ôèáðîáëàñòû, 3 — ïå-
ðåâèâàåìûå ýìáðèîíàëüíûå ôè-
áðîáëàñòû ìûøè ëèíèè STO,
4 — êóëüòèâèðóåìûå ýìáðèî-
íàëüíûå êóðèíûå ôèáðîáëàñòû.

 

Ïðè èíêóáàöèè ÏÇÊ íà ôèäåðíîì ñëîå æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê 
ñîõðàíÿëàñü áîëåå äëèòåëüíîå âðåìÿ. Ïðîäîëæèòåëüíîñòü èõ êóëüòèâèðî-
âàíèÿ âàðüèðîâàëà îò 5 äî 7 ñóò â çàâèñèìîñòè îò òèïà êëåòîê, èñïîëüçóå-
ìûõ â êà÷åñòâå ôèäåðíîãî ñëîÿ — ïåðåâèâàåìîé êëåòî÷íîé ëèíèè STO, 
ñâåæåèçîëèðîâàííûõ è êóëüòèâèðóåìûõ â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ïàññàæåé 
ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ êóð.  

 

 
Ðèñ. 3. Êóëüòèâèðîâàíèå ïðèìîðäèàëüíûõ çàðîäûøåâûõ êëåòîê êóð (êðîññ Ïòè÷íîå) íà ðàçíûõ 
ôèäåðíûõ ñëîÿõ — ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ êóð (ñëåâà) è ïåðåâèâàåìûõ ýìáðèîíàëüíûõ 
ôèáðîáëàñòàõ ìûøè ëèíèè STO (ñïðàâà) (ïðèìîðäèàëüíûå çàðîäûøåâûå êëåòêè îòìå÷åíû 
ñòðåëêàìè). Óâåëè÷åíèå ½400. 

 

Ìàêñèìàëüíàÿ ïðîäîëæèòåëüíîñòü êóëüòèâèðîâàíèÿ ÏÇÊ (7 ñóò) 
áûëà óñòàíîâëåíà ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå ôèäåðíîãî ñëîÿ ñâåæåèçî-
ëèðîâàííûõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ êóð. Â ýòîì âàðèàíòå ïåðâè÷íî 
âûäåëåííóþ èç ýìáðèîíîâ ñóñïåíçèþ êëåòîê âûñåâàëè â ÷àøêè Ïåòðè 
(d = 100 ìì) è êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ñóòîê áåç ðàçäåëåíèÿ 
ïî òèïàì êëåòîê, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ôèáðîáëàñòû îáðàçîâûâàëè ôèäåðíûé 
ñëîé, íà êîòîðîì àäãåçèðîâàëèñü ÏÇÊ (ðèñ. 3). Ïðè ôîðìèðîâàíèè ôèá-
ðîáëàñòàìè ìîíîñëîÿ ÏÇÊ ïåðåíîñèëè íà íîâûé ôèäåðíûé ñëîé, ïðåä-
ñòàâëåííûé êóëüòèâèðóåìûìè ýìáðèîíàëüíûìè ôèáðîáëàñòàìè êóð, îáðà-
áîòàííûìè ìèòîìèöèíîì Ñ. Ïîñëå ïåðåñåâà ÏÇÊ ïðèêðåïëÿëèñü ê êëåò-
êàì ôèäåðà, îäíàêî ÷åðåç 18-24 ÷ èíêóáàöèè îòäåëÿëèñü îò ôèäåðíîãî 
ñëîÿ è â äàëüíåéøåì, íàõîäÿñü â ñóñïåíçèè âî âçâåøåííîì ñîñòîÿíèè, ñî-
õðàíÿëè æèçíåñïîñîáíîñòü â òå÷åíèå 1-2 ñóò.  

Ïðè èíêóáàöèè ÏÇÊ íà êóëüòèâèðóåìûõ êóðèíûõ ýìáðèîíàëüíûõ 
ôèáðîáëàñòàõ è ëèíèè STO æèçíåñïîñîáíîñòü ÏÇÊ â êóëüòóðå ñîõðàíÿ-
ëàñü íå áîëåå 5 ñóò. Ïðè ýòîì íå áûëî óñòàíîâëåíî ñóùåñòâåííûõ ðàçëè-
÷èé ïî ïðîäîëæèòåëüíîñòè êóëüòèâèðîâàíèÿ ÏÇÊ â çàâèñèìîñòè îò èñ-
ïîëüçóåìûõ ôèäåðíûõ ñëîåâ. Ê òîìó æå âî âñåõ ñëó÷àÿõ íàáëþäàëàñü òåí-
äåíöèÿ, ïðàêòè÷åñêè àíàëîãè÷íàÿ îòìå÷åííîé âûøå: ïîñëå ïåðåíîñà íà 
ôèäåðíûé ñëîé ÏÇÊ ñíà÷àëà ïðèêðåïëÿëèñü ñ êëåòêàì ôèäåðà, çàòåì ÷å-
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ðåç 36-48 ÷ îòäåëÿëèñü, è èõ äàëüíåéøåå êóëüòèâèðîâàíèå ïðîèñõîäèëî â 
ñóñïåíçèè â òå÷åíèå 2-3 ñóò.  

Òàêèì îáðàçîì, âûÿâëåíû îïòèìàëüíûå óñëîâèÿ äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïðè-
ìîðäèàëüíûõ çàðîäûøåâûõ êëåòîê (ÏÇÊ) èç ýìáðèîíîâ êóð. Óñòàíîâëåíî, 
÷òî ýôôåêòèâíûì ìåòîäîì äåçàãðåãàöèè ñ öåëüþ âûäåëåíèÿ ýìáðèîíàëü-
íûõ êëåòîê, â òîì ÷èñëå ÏÇÊ, ñëóæèò ôåðìåíòàòèâíàÿ îáðàáîòêà ýìáðèî-
íà 0,05 % òðèïñèíîì. Ïðè ýòîì ðåçóëüòàò ïîëó÷åíèÿ êóëüòóðû ýìáðèîíàëü-
íûõ êëåòîê, ìàêñèìàëüíî îáîãàùåííîé ÏÇÊ, çàâèñèò îò âîçðàñòà ýìáðèî-
íà è ñïîñîáà î÷èñòêè ÏÇÊ îò êëåòîê äðóãèõ òèïîâ. Ìàêñèìàëüíîå êîëè÷å-
ñòâî ÏÇÊ ìîæåò áûòü âûäåëåíî èç 6-ñóòî÷íûõ ýìáðèîíîâ ñ ïîñëåäóþùèì 
ðàçäåëåíèåì ñóñïåíçèè êëåòîê ïî àäãåçèè ïîñëå 90 ìèí êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ 
èñïîëüçîâàíèåì â êà÷åñòâå ôèäåðíîãî ñëîÿ êóëüòèâèðóåìûõ ýìáðèîíàëü-
íûõ ôèáðîáëàñòîâ êóð. 
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IN CHICKEN 
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S u m m a r y  
 

Optimized conditions for isolation of primordial germ cells in chicken and their descrip-
tion are given. Trypsinization (with 0.05 % trypsin) was found to be the most effective method of 
disaggregation in chick embryos for isolation of their embryonic cells. The maximum number of 
primordial germs cells can be isolated from 6 days-old embryos, followed by separation of the re-
sulting cell suspension by adhesion after 90 minutes of their cultivation with the use of chicken em-
bryonic fibroblasts as feeder layer. During incubation of primordial germ cells on feeder layer cells 
remained viable for a longer time, and ranged from 5 to 7 days, depending on the type of cells used 
as feeder layer (finite cell line STO, recently separated and incubated for several passages in chicken 
embryo fibroblasts).  


