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Технологии трансгенеза в птицеводстве могут быть направлены на улучшение каче-
ственных и количественных характеристик продукции (Л.Г. Коршунова, 2011), создание птицы, 
генетически устойчивой к инфекционным заболеваниям и продуцирующей с яйцом рекомбинант-
ные белки различного назначения (D. Cao с соавт., 2015). Для получения трансгенных животных 
чаще всего прибегают к микроинъекции ДНК в зиготы. Однако особенности размножения птиц 
создают серьезные проблемы для исследователей. Курица образует в сутки одну оплодотворен-
ную яйцеклетку, которая очень велика и нежна для каких-либо манипуляций с ней. Для нор-
мального эмбрионального развития ей необходимы третичные оболочки — белковая, подскорлуп-
ные и скорлупа. Дробление куриной яйцеклетки начинается уже в белковом отделе яйцевода, а в 
свежеснесенном яйце имеется 50-60 тыс. клеток. Первая трансгенная птица была получена с 
помощью ретровирусных векторов. В нормальных условиях ретровирусы сами включаются в ге-
номную ДНК хозяина и реплицируются. На сегодняшний день трансгенные куры и перепела по-
лучены посредством ретровирусного (D.W. Salter с соавт., 1989; R.A. Bosselman с соавт., 1989; 
L.B. Crittenden с соавт., 1992) и лентивирусного трансгенеза (H.A. Kaleri с соавт., 2011; A.H. Seidl 
с соавт., 2013; Н.А. Волкова с соавт., 2015). Эффективные технологии модификации генома кур 
и перепелов продолжают разрабатываться. К ним относят метод ZFNs (zinc finger nucleases), 
TALENs (transcription activator-like effector nucleases) (T.S. Park с соавт., 2014), CRISPR/Cas9 
(I. Oishi с соавт., 2016; Q. Zuo с соавт., 2016). Технология CRISPR/Cas9 позволяет достичь 
дальнейшего прогресса в генетических манипуляциях с птицей и создания линий с отредактиро-
ванным геномом (N. Veron с соавт., 2015). Птичьи эмбрионы, главным образом эмбрионы кури-
цы (Gallus gallus domesticus) и перепела (Coturnix japonica), более века служили моделью в эм-
бриологических исследованиях позвоночных. Современные целенаправленные генные манипуля-
ции на эмбрионе цыпленка как модели in vivo стали возможны благодаря системе редактирования 
CRISPR/Cas9 (V. Morin с соавт., 2017). К другим методам создания трансгенных птиц относит-
ся получение химер при подсадке в эмбрионы чужих эмбриональных клеток в качестве перенос-
чиков чужеродной ДНК (J.N. Petitte с соавт., 1990; J.Y. Han с соавт., 2017; Н.А. Волкова с 
соавт., 2017). Трансгенез с использованием сперматозоидов для доставки в зиготу инородного 
генетического материала представляется весьма заманчивым, поскольку искусственное осемене-
ние широко используется в птицеводстве (E. Harel-Markowitz с соавт., 2009; А.В. Самойлов с 
соавт., 2013). Использование спермиев для переноса чужеродной ДНК в яйцеклетки птиц в соче-
тании с технологией CRISPR/Cas9 позволит значительно сократить время и ресурсы, затрачива-
емые на создание трансгенных особей с целевым изменением генотипа в первом поколении, что 
открывает новые возможности для селекции (C.A. Cooper с соавт., 2017). Классической техноло-
гией безвирусного трансгенеза остается микроинъекция ДНК в зиготу. Метод включает прямую 
инъекцию генной конструкции в цитоплазму свежеоплодотворенной яйцеклетки курицы с после-
дующей инкубацией до вылупления. Яйцеклетка для инъекции должна быть получена сразу после 
оплодотворения, следовательно, ее движение вниз по яйцеводу прерывается. Далее используется 
специально разработанная система культивирования (C. Mather, 1994). Другой вариант микро-
инъекций ДНК в яйцеклетку птиц предусматривает образование ее третичных оболочек есте-
ственным образом в половых путях птицы. В основе метода лежит хирургическая операция, ко-
торая обеспечивает доступ к яйцеклетке, инъекцию в нее ДНК и имплантацию обратно в яйцевод 
для формирования полноценного инкубационного яйца (Р.В. Карапетян, 1995). Так были созда-
ны трансгенные куры и перепела с различными генными конструкциями (Р.В. Карапетян, 1996; 
Л.Г. Коршунова с соавт., 2013).  
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В эпоху развитого промышленного птицеводства количество пород 
птицы, используемых в производстве, существенно сократилось. Наиболее 
рентабельными стали генотипы, отобранные для определенных условий, 
однако при изменении требований рынка возникает экономическая необ-
ходимость в породах и линиях с новыми свойствами.  

Мощные средства для изменения живых организмов предоставляет 
генная инженерия. Поскольку для интеграции чужеродных генов не суще-
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ствует видового барьера, могут быть созданы трансгенные особи заданного 
типа, которые невозможно получить классическими селекционными мето-
дами. Трансгенные организмы отличаются от природных тем, что получе-
ны методами генной инженерии и содержат в своем геноме чужеродный 
генно-инженерный материал. Они способны к воспроизводству и передаче 
искусственно измененного генетического материала потомству. Техноло-
гии трансгенеза в птицеводстве могут быть направлены на улучшение каче-
ственных и количественных характеристик продукции, создание птицы ге-
нетически устойчивой к инфекционным заболеваниям, и птицы-продуцента 
рекомбинантных белков различного назначения с яйцом. Для практиче-
ского использования трансгенная птица должна иметь фенотип, превосхо-
дящий уровень, уже достигнутый в птицеводстве. Такими признаками могут 
быть увеличение скорости роста, улучшение конверсии корма, повышение 
яйценоскости, уменьшение ожиренности тушки, повышением устойчиво-
сти к заболеваниям и т.д. В сравнении с традиционными селекционными 
методами, когда для переноса нужного гена от одной линии птицы к другой 
требуются последующие многочисленные возвратные скрещивания для уда-
ления ненужных генов, наследуемых при естественной половой гибридиза-
ции, трансгенез дает многолетний выигрыш во времени. В отличие от тра-
диционной селекции, трансгенез предоставляет уникальную возможность 
получать птицу, продуцирующую и накапливающую в яйце полезные для 
медицинских и промышленных целей белки, что также может иметь ши-
рокое практическое применение (1-4). 

Цель настоящего обзора — обобщение данных о биоинженерных 
методах создания и возможных областях применения трансгенной птицы. 

Исследования по разработке практичных способов трансгенеза на 
птице продолжаются с момента создания трансгенной мыши в 1980-х го-
дах. Первые манипуляции с зиготой цыпленка положили начало развитию 
более успешных технологий (5). В настоящее время существуют несколько 
методов генетической модификации организма. Чаще всего прибегают к 
микроинъекции ДНК в яйцеклетки. При этом стремятся к тому, чтобы 
трансген содержался во всех клетках организма и обязательно — в поло-
вых (для передачи потомству). Гены переносят на самых ранних этапах 
развития организма, в том числе на стадии зиготы. Однако особенности 
размножения птиц создают здесь серьезные проблемы. Курица образует в 
сутки одну оплодотворенную яйцеклетку, которая очень велика и нежна 
для каких-либо манипуляций. Для нормального эмбрионального развития 
ей необходимы третичные оболочки — белковая, подскорлупные и скор-
лупа. Дробление куриной яйцеклетки начинается уже в белковом отделе 
яйцевода, а в свежеснесенном яйце имеется 50-60 тыс. клеток. 

Первую трансгенную птицу получили с помощью ретровирусных 
векторов. Ретровирусы стали главными претендентами на роль переносчи-
ков генов, поскольку в нормальных условиях сами включаются в геномную 
ДНК хозяина и реплицируются. Многие исследователи пытались внести 
чужеродные гены в зародышевую линию, инфицируя эмбрионы как спо-
собными к репликации, так и утратившими эту способность ретровирусны-
ми векторами (6, 7). Частота успешное встраивание трансгена в этих опытах 
составляла от 0,8 до 5 %. Положительный результат по переносу генетиче-
ского материала в зародышевую линию дало введение рекомбинантного 
вектора лейкоза птиц в бластодерму инкубируемых куриных эмбрионов (8, 
9). С рекомбинантным вирусом были созданы полные трансгены (10-12).  

В работе S.H. Lee с соавт. (3) изучалась возможность использова-
ния цыплят в качестве биореактора для получения активатора плазмино-
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гена урокиназного типа (huPA) человека. Рекомбинантный ген huPA под 
контролем промотора вируса саркомы Rous вводили в свежеснесенные 
куриные яйца на стадии X с использованием ретровирусных векторов на 
основе вируса лейкоза мышей. В общей сложности 38 цыплят из 573 яиц, 
инъецированных вирусом, вылупились и содержали ген huPA в разных ча-
стях тела. Транскрипт мРНК гена huPA присутствовал в различных орга-
нах, включая кровь и яйцеклетку, и был зародышевой линией, передавае-
мой следующему поколению. Содержание активного белка huPA в крови 
трансгенной курицы было в 16 раз выше, чем у нетрансгенной (р < 0,05). 
Экспрессия белка huPA в яйцах увеличилась с 7,82 МЕ/яйцо в поколении 
G0 до 17,02 МЕ/яйцо в поколении G1. Однако эмбрионы, экспрессирую-
щие huPA, имели сниженную выживаемость и выводимость на 18-е и 21-е 
сут инкубации. У трансгенных цыплят кровь свертывалась гораздо мед-
леннее, чем у нетрансгенных аналогов (р < 0,05). Кроме того, у взрослых 
трансгенных петухов снижалась фертильность (р < 0,05): объем эякулята, 
концентрация и жизнеспособность сперматозоидов уменьшались. В сово-
купности полученные данные позволяют предположить, что трансгенных 
цыплят huPA можно успешно получать с помощью ретровирусной вектор-
ной системы. Таких цыплят можно использовать как биореактор при про-
изводстве фармакологического препарата huPA для лечения сосудистых 
заболеваний, а также при изучении индуцированного huPA кровотечения 
и других нарушений. Активатор плазминогена урокиназного типа (uPA; 
Swiss-Prot: P00749) — индуцибельная сериновая протеаза (EC 3.4.21.73) 
найдена в крови и внеклеточном матриксе, играет важную роль в фибри-
нолизе, внеклеточном протеолизе и ремоделировании тканей. 

При трансгенезе цыплят были выявлены преимущества использо-
вания вирусного вектора, несущего собственную интегразу, который мо-
жет быть применен к эмбрионам в только что снесенных яйцах. Это легло 
в основу более эффективного метода с применением лентивирусных век-
торов (13-16). S.J. Byun с соавт. (4) использовали лентивирусные векторы 
для создания трансгенных цыплят, которые экспрессируют ген extracellular 
superoxide dismutase человека (hEC-SOD). Рекомбинантные лентивирусы 
вводили в подзародышевую полость свежеотложенных яиц. Затем эмбрио-
ны инкубировали до вылупления с использованием фаз II и III системы 
культуры суррогатной оболочки ex vivo. Из 158 таких эмбрионов вылупи-
лись 16 цыплят (G0). У одного из них методом ПЦР идентифицировали 
трансген в клетках зародышевой линии, формирующих половые клетки. 
Эту трансгенную птицу (G0) скрестили с обычной и в результате получили 
двух трансгенных цыплят (G1). У трансгенных кур G2 белок hEC-SOD со-
держался в яичном белке и проявлял антиоксидантную активность. 

Возможность манипулировать экспрессией генов при создании 
трансгенных куриных эмбрионов с помощью вирусных векторов оказалась 
полезной для анализа функций генов в тканях. Современные технологии 
трансгенеза с использованием лентивирусных векторов имеют значитель-
ный потенциал для генетических исследований на эмбрионах и взрослой 
птице. Одна из главных проблем в эмбриогенезе позвоночных состоит в 
том, чтобы понять, как в органах, состоящих из многих типов клеток, ко-
ординируется дифференцировка и полное анатомическое развитие, и как 
различия в экспрессии генов влияют на фенотип. Эти и многие другие 
вопросы могут быть решены благодаря линиям трансгенной птицы (2, 17). 

На сегодняшний день на птице применяется ретровирусный и лен-
тивирусный трансгенез. Лентивирусные векторы успешно использованы 
для создания нескольких трансгенных линий кур и перепелов (5, 18-21). 
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Разработка этой технологии продолжается (22, 23). Однако, несмотря на 
эффективность вирусной трансдукции, существует много препятствий для 
ее применения из-за относительно низких и переменных частот передачи 
трансгена по зародышевой линии, а также проблем безопасности при ис-
пользовании вирусных векторов. Следовательно, получение трансгенной 
птицы невирусными технологиями остается необходимым условием при-
менения трансгенеза в практике птицеводства (24, 25).  

В настоящее время существуют и продолжают разрабатываться эф-
фективные технологии модификации генома: метод zinc finger nucleases 
(ZFNs — «цинковые пальцы»), TALENs (transcription activator-like effector 
nucleases) (26), CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats — короткие палиндромные повторы, регулярно расположенные 
группами) (27, 28). Все приемы геномной инженерии доступны на птице.  

Возможности и последствия применения CRISPR/Cas9 активно 
изучаются (29). CRISPR/Cas9 представляет собой революционную систе-
му редактирования генома, дающую мощный инструментарий для изуче-
ния молекулярных механизмов, регулирующих развитие (30-32). Послед-
ние достижения с использованием программируемых нуклеаз существен-
но повысили эффективность внесения точных изменений в геномы эука-
риотических клеток. Технологий редактирования генома позволяет рас-
ширить знания о генетических заболеваниях и создавать более точные 
модели патологических процессов (33). Особенно заманчива перспектива 
прямой коррекции генетических мутаций в пораженных тканях и клетках 
для лечения заболеваний, не поддающихся традиционной терапии (34). 
CRISPR/Cas9 может быть использована для ускорения прогресса в гене-
тических манипуляциях с птицей и создания линий с отредактирован-
ным геномом (35).  

Отметим, что благодаря сходству в общем онтогенезе и закономер-
ностях экспрессии генов птица может служить превосходной моделью для 
исселдования генетических, молекулярных и биохимических процессов у 
млекопитающих, включая человека. Более века эмбрионы птиц, в основ-
ном курицы (Gallus gallus domesticus) и перепела (Coturnix japonica), были 
основой изучения эмбриологии позвоночных, движения клеток в морфо-
генезе, механизмов индукции и дифференцировки, патогенеза эмбрио-
нальных заболеваний, токсикологии. Трансгенные птицы остаются одним 
из мощнейших инструментов исследований в биотехнологии.  

Целенаправленные генетические манипуляции на эмбрионе цып-
ленка как модели in vivo стали возможны благодаря системе CRISPR/Cas9 
(36-39). S. Gandhi с соавт. (40) оптимизировали CRISPR/Cas9 за счет трех-
ступенчатой стратегии, примененной на ранних эмбрионах. Во-первых, 
авторы использовали Cas9 с двумя сигнальными последовательностями для 
улучшения ядерной локализации. Во-вторых, благодаря модифицирован-
ной РНК (gRNA) не происходило преждевременного прекращения тран-
скрипции, а взаимодействия Cas9-gRNA были стабильными. В-третьих, 
задействованный специфичный для цыплят промотор U6 обеспечивал в 4 
раза более высокую экспрессию gRNA, чем человеческий U6. Для быстро-
го in vivo скрининга gRNAs также создали клеточную линию куриных 
фибробластов, экспрессирующих Cas9. Для доказательства принципа авто-
ры провели электропорационные исследования потери функции в раннем 
эмбрионе цыпленка при белковом нокауте Pax7 и Sox10 — ключевых фак-
торов транскрипции с известной ролью в развитии нервного гребня. Было 
показано, что CRISPR/Cas9-опосредованная делеция вызывает утрату со-
ответствующих белков и транскриптов. Результаты подтвердили полез-
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ность оптимизированного метода CRISPR/Cas9 для целевого нокаута ге-
нов в куриных эмбрионах воспроизводимым, надежным и специфичным 
способом (40). CRISPR/Cas9 можно совмещать с другими методами изу-
чения функции гена на куриных и перепелиных эмбрионах, например с 
электропорацией (в частности, для целенаправленного редактирования 
генов мочеполовой системы птиц) (41, 42).  

Среди других методических подходов для безвирусного трансгене-
за у птиц можно отметить получение химер при подсадке чужих клеток в 
эмбрионы. Выделяют клетки ранней бластодермы или примордиальные 
клетки, инъецируют в их ядра чужеродную ДНК, затем клетки имплан-
тируют в эмбрионы, где они приживаются и делятся (43-47). Так, J.N. 
Petitte с соавт. (43) из эмбрионов цыплят линии Barred Plymouth Rock 
(имеет черный пигмент в перьях из-за рецессивного аллеля в I локусе) 
получили бластодермальные клетки и ввели их в подзародышевую по-
лость эмбрионов от инбредной линии Dwarf White Leghorns с белыми 
перьями из-за доминантного аллеля в I локусе. Из 53 таких эмбрионов 
линии Dwarf White Leghorn шесть (11,3 %) оказались фенотипическими 
химерами по цвету пера, из них один (петушок) дожил до вылупления. У 
реципиентов распределение черных перьев варьировало и не ограничи-
валось какой-либо специфической областью, хотя в одном случае они 
преобладали на голове. Этого соматически химерного петуха скрестили с 
несколькими курицами Barred Plymouth Rock, чтобы оценить степень 
включения донорских клеток в семенники. Из полученных 719 цыплят 
два были фенотипически Barred Plymouth Rocks. То есть клетки, способ-
ные к превращению в клетки зародышевой линии, передались реципиен-
там. Фингерпринт ДНК (DNA fingerprint technique) из крови и спермы 
зародышевых химер показал, что обе эти ткани отличались от тканей 
инбредной линии Dwarf White Leghorns. Таким же образом получили со-
матические химеры и химеры зародышевой линии (43, 48, 49). Химерных 
особей выращивали и отводили от них потомство. Некоторая часть по-
томков оказывалась трансгенной. 

Эти и аналогичные работы (20, 50-54) показывают, что выделение, 
перенос и внедрение примордиальных зародышевых клеток может приме-
няться для получения трансгенов в птицеводстве. Однако описанная тех-
нология (43) достаточно сложна и затратна. Современный прогресс в вы-
делении примордиальных зародышевых клеток и культивировании откры-
вает новые возможности для репродуктивных биотехнологий в птицевод-
стве (55-57). Продолжают разрабатываться методические приемы переноса 
чужеродной ДНК с эмбриональными клетками (в том числе, с использо-
ванием CRISPR/Cas9). Так, Y. Nakamura с соавт. (58) показали, что рент-
геновское облучение уменьшало количество эндогенных примордиальных 
зародышевых клеток и увеличивало передачу перенесенных примордиаль-
ных зародышевых клеток у химерных цыплят. Уменьшение числа эндо-
генных примордиальных зародышевых клеток возможно также при приме-
нении бусульфана (59, 60). Непосредственно в семенники стерилизованных 
взрослых петухов трансплантировали генно-модифицированные примор-
диальные зародышевые клетки. Показана их способность к созреванию в 
функциональные сперматозоиды и восстановление спермиогенеза (61).  

Трансгенез с помощью сперматозоидов как векторов доставки в зи-
готу инородного генетического материала выглядит весьма заманчиво, по-
скольку искусственное осеменение широко применяется в птицеводстве. 
Проведены исследования по применению спермиев в качестве вектора до-
ставки чужеродной ДНК в зиготы кур. Было показано, что липофектин 
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взаимодействует с ДНК, образовывая липид-ДНК-комплексы, которые 
могут соединиться с плазматической мембраной клетки, способствуя по-
паданию ДНК внутрь клетки. При применениии липофектина 51,6% 
спермиев петуха показали содержание экзогенной ДНК. При искусствен-
ном осеменении кур спермиями, трансфецированными с применением 
липофектина, экзогенная ДНК наблюдалась в бластодерме 67% яиц. Од-
нако присутствия чужеродной ДНК в геноме вылупившихся цыплят не 
обнаружили, хотя показали ее эписомную интеграцию. Для повышения 
эффективности трансфекции с помощью спермиев (sperm-mediated gene 
transfer, SMGT) метод дополнили применением ферментов рестрикции 
(restriction enzyme mediated integration, REMI). Линейная ДНК совместно с 
рестриктазой проникает в клетку-мишень посредством липофекции или 
электропорации. Ожидается, что рестриктаза специфически режет геном-
ную ДНК для облегчения интеграции экзогенной ДНК с комплементар-
ными липкими концами. Липофекция плазмидной ДНК с ферментом ре-
стрикции считается высокоэффективным методом получения трансфици-
рованных сперматозоидов для искусственного осеменения (62). С приме-
нением липосом методом искусственного осеменения трансфицированной 
спермой созданы куры с геном гранулоцитарного колониестимулирующего 
фактора человека. Доля трансгенных цыплят составила 33,3 %, частота 
наследования чужеродного гена — 37,5 % (63).  

С целью использования спермиев петухов в качестве векторов была 
изучена проницаемость мембран спермиев при различных режимах элек-
тропорации. Определен диапазон физико-химического воздействия, в пре-
делах которого наблюдается образование пор в оболочке спермиев, а сами 
спермии сохраняют подвижность. Показано повышение количества краси-
теля трипанового синего, осаждаемого со спермиями петуха после элек-
тропорации, при увеличении числа электрических импульсов и снижении 
осмолярности среды электропорации. Определены параметры, изменение 
которых позволяет увеличить эффективность электропорации (64). Одна-
ко пассивная передача невирусных конструкций через сперму петуха не 
всегда приводит к появлению трансгенных особей (65). Хотя на птицах 
показан успешный перенос экзогенного гена при помощи сперматозои-
дов, работ, в которых при этом наблюдалась экспрессия чужеродного ге-
на, мало. Предполагается, что если ДНК не интернализирована в ядро 
сперматозоида, а только доставлена им в цитоплазму яйцеклетки, то ко-
пии ДНК в форме плазмиды обнаруживаются в ранних эмбрионах, но не 
выявляются у цыплят.  

Невозможность получать стабильные и разнообразные модифика-
ции посредством переноса генов сперматозоидами (SMGT) привела к 
необходимости поиска других технологий. L. Wang с соавт. (66) успешно 
выделили зародышевые гаплоидные стволовые клетки (haploid embryonic 
stem cells, haESCs) с геномом высокоспециализированных гамет. Они могут 
стабильно поддерживать гаплоидию (через периодическую сортировку кле-
ток, основанную на количестве ДНК), самообновление и плюрипотент-
ность в перевиваемой клеточной культуре. В частности, haESCs, получен-
ные из андрогенетических гаплоидных бластоцист (androgenetic haploid 
blastocysts, AG-haESCs), несущих только геном сперматозоидов, могут обес-
печивать генерацию SC (semi-cloned) животных посредством инъекций в 
ооциты. Примечательно, что после удаления импринтированных контроль-
ных областей H19-DMR (дифференциально метилированный участок ДНК) 
и IG-DMR двойным нокаутом (double knockout, DKO) при использовании 
бластоцист DKO-AG-haESCs можно с высокой эффективностью стабиль-
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но получать SC-животных, то есть DKO-AG-haESCs служит эквивалентом 
спермы. Важно, что DKO-AG-haESCs можно применять для множествен-
ных раундов генной модификации in vitro с целью создания генераций 
фертильных животных с заданными генетическими характеристиками. Та-
ким образом, DKO-AG-haESCs («искусственные сперматозоиды»), изме-
ненные с помощью технологии CRISPR/Cas, могут стать удобным агентом 
оплодотворения для эффективного получения генетически модифициро-
ванного потомства и служить универсальным инструментом для анализа 
функции генов in vivo.  

Тем не менее использование спермиев для доставки чужеродной 
ДНК в яйцеклетки в сочетании с CRISPR/Cas9 позволяет создавать транс-
генную птицу в первом поколении, что значительно экономит время и 
ресурсы. Кроме того, разработанные методики могут быть легко адаптиро-
ваны к различным видам птиц (67). 

Классическая технология безвирусного трансгенеза — микроинъ-
екция ДНК в зиготу. Ее применение на птице осложняется из-за слишком 
большого размера ооцита. Была изучена возможность инкубировать in 
vitro извлеченные из верхней части белкового отдела яйцевода оплодотво-
ренные куриные яйцеклетки (68). Поскольку на этой стадии эмбрион яв-
ляется одноклеточным, теоретически возможно проведение микроинъек-
ции чужеродной ДНК в такой эмбрион. Оплодотворенную куриную яйце-
клетку можно культивировать в скорлупе с белком другого яйца (68). Ме-
тод включает три стадии (с учетом разных потребностей эмбриона в про-
цессе развития) и предусматривает использование яичной скорлупы в ка-
честве «сосуда» для культивирования. Начальный вариант предполагал 
культивирование в стеклянных сосудах в течение первых 24 ч с последу-
ющим перемещением эмбрионов из сосуда в сосуд (из скорлупы в скор-
лупу) для культивирования между I и II, II и III стадиями. В дальнейшем 
метод упростили культивированием эмбриона на I стадии развития в 
скорлупе, что исключило необходимость его переноса из стеклянного со-
суда в скорлупу. В итоге количество жизнеспособных вылупившихся 
цыплят составило 20 %. Описанное культивирование или его отдельные 
стадии могут использоваться в различных экспериментальных целях, так 
как этот прием дает доступ к развивающемуся эмбриону на всех стадиях 
его развития (69).  

Как метод создания трансгенной птицы рассматривалась возмож-
ность инъекции ДНК с дальнейшим культивированием эмбриона. Инъ-
ецировали генную конструкцию с репортерным геном -галактозидазы. 
Экспрессию генной конструкции в первые 7 сут развития исследовали ги-
стохимически по проявлению -галактозидазной активности в эмбрио-
нальных тканях. Клетки с -галактозидазной активностью наблюдали на 
стадии 250-500 клеток в центре бластодиска. На 2-е сут они были видны в 
больших долях бластодермы, на более поздних стадиях — в соответствую-
щих меньших долях внезародышевых оболочек. Позитивные по -галак-
тозидазе клетки были в большинстве случаев рассеяны около примитив-
ной полосы бластулы, но после гаструляции их наблюдали в эмбриональ-
ной ткани всего у 7 % эмбрионов. Эти свидетельствует о транскрипцион-
ной активности на стадиях дробления и подтверждает данные о потере 
чужеродной ДНК в процессе раннего развития цыпленка. Результаты инъ-
екции экзогенной ДНК на стадии одной клетки с дальнейшим культиви-
рованием эмбриона показали, что включение инъецированной ДНК в 
хромосомы цыпленка — достаточно редкое событие. Отсутствие интегра-
ции в геном может быть маскировано наличием внехромосомных копий 



 

1087 

введенных плазмид (68).  
Подход, успешно использованный при создании трансгенной пти-

цы (70), представляет собой инъекцию генной конструкции в цитоплазму 
свежеоплодотворенной куриной яйцеклетки с ее инкубацией до вылупле-
ния. Яйцеклетки для инъекции извлекали из верхней части белкового от-
дела яйцевода уже покрытыми тонким слоем белка, но не скорлупой. Си-
стема культивирования была усовершенствована для оптимизации выжи-
вания инъецированной яйцеклетки. Система по-прежнему является трех-
стадийной, яичная скорлупа используется как сосуд для культивирования, 
жидкий белок, разбавленный раствором соли, — как питательная среда. 
На I стадии культивирования, продолжающейся 24 ч, инъецированную 
яйцеклетку помещают в скорлупу, содержащую такое количество пита-
тельной среды, чтобы зародышевый диск не был погружен в нее. На этой 
стадии эмбрион развивается от одной клетки до бластодермы (60 тыс. кле-
ток), что характерно для снесенных оплодотворенных яиц. Далее скорлупа 
заполняется разбавленным яичным белком до полного погружения эмбри-
она, и окошко в скорлупе заклеивается липкой лентой. На этой, II стадии 
в течение 65 ч у эмбриона должно развиться сердце и внезародышевое 
кровообращение. На III, самой длительной стадии, продолжающейся до 
вылупления, содержимое скорлупы перемещают в другую, большую по 
размеру скорлупу. Это делается для создания воздушного пространства, 
необходимого в парафетальный период, когда эмбрион начинает дышать 
легкими и готовится к вылуплению. За 1-2 сут до вылупления, с началом 
легочной вентиляции, заклеивающая пленка перфорируется для свободно-
го доступа воздуха в скорлупу. Затем пленка ослабляется, чтобы цыпленок 
мог выйти из скорлупы. Таким образом, инкубация на I стадии проходит в 
суррогате яйцевода — инкубаторе, где поддерживаются температура тела 
птицы (42 C), высокая относительная влажность и высокая концентрация 
углекислого газа. В конце I стадии есть короткий период при комнатной 
температуре, чтобы имитировать снесение яйца. Условия инкубации в те-
чение II и III стадий, эквивалентных периоду инкубации нормальных ку-
риных яиц, изменяют по сравнению с традиционно используемыми в 
птицеводстве. Относительную влажность повышают примерно до 75 % (до 
18-х сут инкубации), затем ее уменьшают примерно до 65 % (до стадии 
вылупления). В течение II стадии частоту поворотов увеличивают (4 раза в 
течение часа). На III стадии угол поворота уменьшают, чтобы эмбрион не 
касался липкой пленки, закрывающей окошко в скорлупе. 

Создание трансгенных цыплят описанным методом — достаточно 
трудоёмко. Только 50 % инъецированных яйцеклеток достигает III стадии, 
доля вылупившихся цыплят составляет около 15 %. Однако результаты 
анализа эмбрионов и цыплят на трансгенность обнадеживают. При ис-
пользовании полимеразной цепной реакции (ПЦР), было показано, что 
ДНК почти 50% эмбрионов и цыплят, достигших последних 12 сут куль-
тивирования, содержат трансген. Так у двух из вылупившихся цыплят об-
наружили трансген в хориоаллантоисной мембране, пульпе ребра и крови. 
У одного из петушков трансген сохранился до половой зрелости. Его 
сперма содержала трансген (репортерный ген), который был передан 3,4 % 
потомства, то есть 14 из 412 цыплят (70). Таким образом этим методом 
были созданы трансгенные куры и показано наследование трансгена. Все 
первичные трансгенные особи были мозаичными. В последующих поко-
лениях наследование трансгена соответствовало с законам Менделя. По 
сообщениям авторов, до стадии вылупления доживало около 60 % эмбри-
онов (70). Однако при п этой методики в других лабораториях аналогич-
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ный показатель не превышал 3-10 % (71). 
Другой вариант микроинъекций ДНК в яйцеклетки птиц предпола-

гает образование третичных оболочек яйцеклетки (белка, подскорлупных 
и скорлупы) натуральным образом в яйцеводе птицы. Для доступа к ову-
лировавшей куриной яйцеклетке необходимо установить время, когда 
следует вскрыть брюшную полость. У птицы, используемой в экспери-
менте (работа проводилась на курах породы белый леггорн в возрасте 
180-300 сут), овуляция происходила через 20-25 мин после очередной яй-
цекладки. Примерно через 5 мин после овуляции яйцеклетка целиком 
находится в воронке яйцевода, где совершается ее оплодотворение. Время 
до полного перемещения яйцеклетки в белковый отдел составляет не-
сколько минут. Извлеченную из брюшной полости или воронки яйцевода 
яйцеклетку инъецировали и помещали через воронку в белковый отдел 
яйцевода с применением специально разработанного расширителя или 
без него (72).  

При овуляторном процессе у курицы непосредственно перед ову-
ляцией воронка яйцевода активна. В этом состоянии она достаточно эла-
стичная и прочная для того, чтобы поместить в нее трансплантируемую 
яйцеклетку. Активное состояние воронки наблюдается в течение пример-
но 5 мин, после чего она становится чрезвычайно рыхлой и повреждается 
при растяжении. В таких случаях или происходила потеря яйцеклетки из-
за механического повреждения при попытке возвратить ее в сжавшуюся 
воронку яйцевода, или трансплантация становилась невозможной из-за 
разрывов самой воронки. Только из половины имплантированных яйце-
клеток получались морфологически нормальные яйца.  

Для исключения стадий извлечения овулировавшей яйцеклетки и 
ее обратной имплантации в яйцевод было предложено проводить инъек-
ции ДНК в бластодиск яйцеклеток через достаточно прозрачную оболочку 
воронки яйцевода. Вследствие этого потери яйцеклеток были сведены 
практически к нулю, а количество морфологически нормальных яиц при-
близилось к 100 %. Таким образом, эффективность метода существенно 
возросла (73, 74). 

Описанные выше приемы дают возможность получить не более од-
ной жизнеспособной яйцеклетки, инъецированной инородной ДНК, от 
одной курицы за одну операцию. Вариантом, который позволил резко 
увеличить число таких яйцеклеток за каждую операцию, стало инъециро-
вание в яйцеклетки, находящиеся в яичнике, то есть в фолликулы (75). В 
яичнике курицы имеется 4-5 крупных фолликулов, вполне пригодные для 
проведения микроинъекций. Однако при таком подходе возрастают техни-
ческие трудности. Хирургический доступ к яичнику несколько сложнее, 
чем к яйцеводу, а оболочки фолликулов жестче и толще, чем у воронки 
яйцевода. Тем не менее положительные стороны предлагаемого варианта 
превалируют. К тому же отпадает необходимость устанавливать овулятор-
ные циклы птицы, что упрощает подготовку и проведение эксперимента, а 
усложнение визуального контроля при проведении микроинъекций легко 
преодолимо благодаря применению современной офтальмологической и 
отоларингологической оптики и микротехники. Таким образом, гипотети-
чески за каждую операцию от каждой курицы можно обработать и полу-
чить 4-5 инъецированных инородной ДНК яйцеклеток, причем без воз-
можных проблем, связанных с неоплодотворением яйцеклеток или ненор-
мальным формированием третичных оболочек. 

Для оценки возможности проведения микроинъекций ДНК в фол-
ликулы необходимо было убедиться, что из инъецированного фолликула 
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действительно образуется яйцеклетка, а из нее — полноценное яйцо. Для 
этого в желток фолликулов вводили краситель — тушь или метиленовый 
синий. От прооперированных кур в течение 12 сут собирали и вскрывали 
яйца. Полученные результаты свидетельствовали, что из инъецированных 
фолликулов действительно формируются яйца. После 7-х сут краситель в 
яйцах ни разу не наблюдали. Необходимо отметить, что хирургическое 
вмешательство и инъекции могут нарушать порядок в иерархии фоллику-
лов, согласно которой самый крупный фолликул должен овулировать пер-
вым. Довольно часто краситель обнаруживался в яйцах, снесенных не в 
числе первых, а позднее, несмотря на то, что его всегда вводили в три са-
мых крупных фолликула. Вскрытие кур показало, что часть фолликулов 
рассасывается. Достаточно часто в яйцах отмечали лишь следы красителя, 
что означает его выведение из фолликула в процессе созревания. Вполне 
возможно, что некоторые яйца, отмеченные как не содержащие краситель, 
в действительности происходили из инъецированных фолликулов. Хотя по-
лученные результаты недостаточно однозначны для строгих выводов об 
иерархии фолликулов, порядке их овуляции и т.д., можно заключить, что 
в среднем не менее 50 % яиц, сносимых курами в первые 7 сут после опе-
рации, происходят из инъецированных фолликулов. 

Разработанные хирургические операции и методы манипуляции с 
яйцеклеткой кур и перепелов позволяют проводить микроинъекции ДНК 
в яйцеклетку и обеспечивают ее дальнейшее нормальное эмбриональное 
развитие. С применением этих технологий были созданы трансгенные ку-
ры (76-78) с различными генными конструкциями и перепела с геном со-
матотропина крупного рогатого скота. При этом трансгенные перепела 
имели явные фенотипические отличия от нативных перепелов. Интегра-
ция гена гормона роста крупнорогатого скота в геном перепелов способ-
ствовала повышению их иммунного статуса, что выражалось в ускоренной 
выработке антител. В качестве антигена использовался вакцинный штамм 
Ла-Сота вируса ньюкаслской болезни (79). Еще одной наиболее заметной 
фенотипической особенностью стали сносимые перепелами крупные яйца. 
Масса яиц в среднем по популяции экспериментальных перепелов на 20-
50 % превышала обычную. Живая масса трансгенных перепелов была на 
5-15 % выше характерной как для породы, так и для контрольной группы 
нативных особей. Эти фенотипические признаки сохранились во всех 33 
изученных поколениях потомков трансгенных перепелов (80). 

Итак, в создании трансгенной птицы уже достигнуты определен-
ные успехи на основе ряда методических подходов (ретровирусные и лен-
тивирусные векторные системы, безвирусный трансгенез с использованием 
спермиев, «искусственных сперматозоидов», микроинъекций чужеродной 
ДНК в зиготу, свежеоплодотовренную яйцеклетку или фолликулы). Однако 
развитие трансгенеза в птицеводстве по большей части еще пока находит-
ся на раннем этапе, хотя на птице могут применяться все известные ген-
но-инженерные технологии, в том числе активно разрабатываемые методы 
геномного редактирования, основанные на CRISPR/Cas9, которые близки 
к естественным механизмам действия этих систем в клетках. Современные 
лидеры в успешных разработках по редактированию генома — США, Ки-
тай, Великобритания; в России такие исследования также проводятся. Эта 
современная технология может быть полезна при решении спектра науч-
но-практических проблем, включая создания новых пород сельскохозяй-
ственной птицы. Тем не менее пока до конца не ясно, какие последствия 
несут в себе биоинженерные манипуляции с геномом, в том числе геном-
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ное редактирование с целью исправления имеющегося признака или при-
внесения нового. 
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A b s t r a c t  
 

Transgenic poultry is a powerful instrument for the biotechnologic research in agriculture 
and medicine as well as a useful biological model (H. Sang, 2004). The technologies of transgenesis 
can be also aimed at the improvement of qualitative and quantitative characteristics of poultry prod-
ucts (L.G. Korshunova, 2011); development of poultry crosses genetically resistible to infectious 
diseases (L.G. Korshunova et al., 2014); derivation of poultry that can produce recombinant proteins 
of different usage areas within the eggs (D. Cao et al., 2015). The most popular way to induce trans-
genicity is the microinjection of foreign DNA into the ovicell in the proper moment when the organ-
ism consists of a single cell (zygote). Certain peculiarities of avian reproduction, however, constrain 
the induction of the transgenesis. A hen produces daily a single fertilized ovicell which is large in size 
and extremely sensitive to any manipulation like those to be performed on the mammal ovicells at 
the injection of foreign DNA. Furthermore, normal embryonic development in avian eggs requires 
the integrity of tertiary coats — albumen, inner shell membrane, and eggshell itself. The cleavage of 
chicken ovicell starts as early as in the magnum while freshly laid egg contains ca. 50,000-60,000 
cells. As a consequence, first transgenic bird was produced via retroviral vectors. Retroviruses were 
the first contenders for the role of vectors in the gene transfer since they normally can enter the 
genomic DNA of the host with subsequent replication. At present the induction of retroviral (D.W. 
Salter et al., 1986; D.W. et al. Salter, 1987; D.W. et al. Salter, 1989; R.A. Bosselman et al., 1989; 
L.B. Crittenden, 1991; L.B. Crittenden et al., 1992) and lentiviral (H.A. Kaleri et al., 2011; A.H. 
Seidl et al., 2013; N.A. Volkova et al., 2015) transgenesis in chicken and quails was reported. The 
technologies of genomic modification in chicken and quails are continuing their development: e.g. 
the methods with the use of zinc finger nucleases (ZFNs), transcription activator-like effector nucle-
ases (TALENs) (T.S. Park et al., 2014), CRISPR/Cas9 (I. Oishi et al., 2016; Q. Zuo et al., 2016) 
were developed. The CRISPR/Cas9 technology allows for the further progress in the genetic ma-
nipulations to produce genome-edited lines of poultry (N. Veron et al., 2015). Avian embryos, pri-
marily chicken (Gallus gallus domesticus) and quail (Coturnix coturnix japonica), served as a model for 
the embryologic studies in vertebrates for more than a century. Modern targeted genetic manipula-
tions in chicken embryo as an in vivo model became possible via the CRISPR/Cas9 editing system 
(V. Morin et al., 2017). The alternative non-viral methods of the induction of transgenesis in avian 
species can be used; one of these methods involves the transfer of foreign embryonic cells (as foreign 
DNA vector) into the recipient embryo resulting in the chimeric birds (J.N. Petitte et al., 1990; J.Y. 
Han et al., 2017; N.A. Volkova et al., 2017). Another attractive technology for the transfer of foreign 
genetic material into avian embryos involves the use of spermatozoa as the vectors since artificial 
insemination is the traditional and common technique for poultry (E. Harel-Markowitz et al., 2009; 
A.V. Samoylov et al., 2013). The combination of spermatozoa vectors and CRISPR/Cas9 technology 
can result in transgenesis in the first generation and hence allows for the substantial savings in time 
and resources (C.A. Cooper et al., 2017). The microinjection of DNA into the zygote is still a classic 
technology of non-viral transgenesis. The method involves direct injection of gene construct into the 
cytoplasm of freshly fertilized ovicell and subsequent incubation of injected eggs. The ovicell for 
injection should be taken immediately after its fertilization which means that its movement down the 
oviduct should be interrupted; further development of the injected embryo require special cultivation 
system (C. Mather, 1994). Another microinjection technique for avian ovicells involves natural for-
mation of tertiary coats in the oviduct. The method is based on the surgical operation to get the 
access to the ovicell, its microinjection with foreign DNA, and implantation of injected ovicell back 
to the maternal oviduct for the formation of normal egg suitable for incubation (R.V. Karapetyan, 
1995). The populations of transgenic chicken and quails with different foreign gene constructs were 
produced with the use of this method (R.V. Karapetyan, 1996; L.G. Korshunova et al., 2013). 
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