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В работе изучена результативность использования ретровирусных векторов для генетической 
трансформации клеток примордиальных зародышевых клеток кур in vitro и in vivo с целью получения 
трансгенных кур. Показано, что с использованием ретровирусных векторов возможна генетическая 
тран сформация клеток гонад эмбрионов кур с эффективностью до 3,2%. 
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Создание биоинженерных форм в животноводстве, в том числе в птицеводст-
ве, является одним из перспективных направлений развития современной науки. 
Генетическая модификация сельскохозяйственной птицы рассматривается в ка-
честве приема улучшения генотипа уже существующих пород для придания им 
устойчивости к различным возбудителям инфекционных заболеваний, улучше-
ния продуктивных показателей, а также получения биореакторов, синтезирующих 
рекомбинантные белки в клетках яйцевода [1—4]. 

Однако, несмотря на заметные успехи в области трансгенеза птиц, само соз-
дание трансгенных кур представляет сегодня определенную проблему. Особенно-
сти воспроизводства и развития кур [5] значительно снижают эффективность 
традиционного метода введения экзогенной ДНК в клетки животных — микро-
инъекции, что требует поиска и разработки альтернативных методов направлен-
ного переноса генов. Одним из таких направлений, интенсивно развивающихся 
в последние годы, является разработка методических подходов, связанных с ис-
пользованием в качестве клеток-мишеней для введения рекомбинантной ДНК раз-
ных типов плюрипотентных стволовых клеток, в том числе примордиальных за-
родышевых клеток (ПЗК) — предшественников высоко дифференцированных 
половых клеток. 

Генетическая трансформация ПЗК in vitro и in vivo рассматривается как пер-
спективный метод целенаправленной генетической модификации гонад и получе-
ния трансгенной птицы. В связи с этим проведение исследований в данном на-
правлении представляется актуальным в рамках разработки высокоэффективных 
трансгенных технологий с целью их дальнейшего использования в птицеводстве. 
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Материалы и методы. В работе использовали ретровирусный вектор pL-GFP, 
содержащий репортерный ген GFP (зеленый флюоресцирующий белок). 

Трансфекцию ПЗК в культуре осуществляли путем совместного культиви-
рования с клетками-упаковщицами и инфицирования вирусным препаратом [6]. 
В первом случае клетки-упаковщицы использовали в качестве фидерного слоя, 
на который высевали ПЗК, во втором — ПЗК культивировали на эмбриональных 
фибробластах кур в вирусном препарате. Экспрессию репортерного гена в транс-
фецированных клетках изучали на 3—5 день культивирования в зависимости 
от используемого источника генных конструкций (клетки-упаковщицы, вирусный 
препарат). 

Трансформацию ПЗК in vivo осуществляли на третий день развития эм-
брионов, т.к. данный период является наиболее удобным для проведения генно-
инженерных манипуляций с эмбрионами кур с целью генетической модифика-
ции ПЗК ввиду начала миграции данного типа клеток в кровь. 

В качестве источника генной конструкции использовали вирусный препарат 
(1 ⋅ 106 КОЕ/мл, 1 ⋅ 108 КОЕ/мл) и клетки-упаковщицы (500, 1000, 2000 кле-
ток/эмбрион), которые вводили в дорсальную аорту 2,5-дневных эмбрионов. Эф-
фективность трансформации клеток гонад оценивали на 9 день эмбриогенеза мето-
дом иммуногистохимии с использованием специфических антител к GFP. 

Результаты исследования. Исследования, проведенные нами ранее, по пе-
реносу рекомбинантной ДНК в эмбриональные клетки кур показали эффектив-
ность использования ретровирусных векторов для генетической модификации 
клеток кур [7]. В этой связи данная система направленного переноса генов была 
выбрана и для трансфекции ПЗК кур. 

В экспериментах in vitro максимальный процент трансформированных ПЗК 
был установлен при совместном культивировании данного типа клеток с клетками-
упаковщицами (рис. 1, 2). Частота генетической трансформации при этом достига-
ла 8 ⋅ 10–4. При трансфекции ПЗК вирусным препаратом результативность пере-
носа рекомбинантной ДНК в клетки-мишени была в 1,9—2,2 раза ниже по срав-
нению с совместным культивированием с клетками-упаковщицами. Частота гене-
тической трансформации при этом варьировала от 3 ⋅ 10–4 до 4 ⋅ 10–4. 
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Рис. 1. Свечение GFP в культуре ПЗК кур в ультрафиолетовом свете: 

1 — опыт, 2 — контроль. Трансформированные ПЗК показаны стрелкой. Ув. ×400 
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Рис. 2. Иммуногистохимическое окрашивание культуры ПЗК кур на GFP: 

1 — опыт, 2 — контроль. Трансформированные ПЗК показаны стрелкой. Ув. ×400 

При введении генной конструкции pL-GFP в эмбрионы кур in vivo, как 
и в экспериментах по трансформации ПЗК in vitro, высокая эффективность транс-
формации клеток-мишеней была установлена при использовании в качестве ис-
точника генной конструкции клеток-упаковщиц (табл. 1, рис. 3). Максимальная 
частота интеграции генной конструкции (процент эмбрионов с трансформиро-
ванными гонадами от общего числа развившихся эмбрионов) наблюдалась при 
введении в эмбрионы кур суспензии клеток-упаковщиц в концентрации 1000—
2000 клеток/эмбрион и составила 35,6—37,2%. При этом эффективность транс-
формации ПЗК в трансформированных гонадах эмбрионов достигала 3,2 ± 0,2%. 

При введении в эмбрионы кур вирусного препарата в концентрации 1 ⋅ 106 
и 1 ⋅ 108 КОЕ/мл и клеток-упаковщиц в дозе 500 клеток/эмбрион частота интегра-
ции трансгена была на 14,2—16,1% ниже и составила, соответственно, 20,8, 28,3 
и 27,7% при эффективности трансформации ПЗК 1,8 ± 0,17, 2,2 ± 0,15 и 2,5 ± 
± 0,14%. 

Таблица 1 
Эффективность трансформации ПЗК кур генной конструкцией pL�GFP in vivo 

Показатель Источник генной конструкции 

вирусный препарат, 
КОЕ/мл 

клетки#упаковщицы, кл/эмбрион 

1 ⋅ 10
6
 1 ⋅ 10

8
 500 1000 2000 

Проинъецировано эмбрионов, шт. 50 50 50 50 50 
Число развившихся эмбрионов 
до 9#го дня инкубации, n (%) 

48 (96) 46 (92) 47 (94) 45 (90) 43 (86) 

в т.ч. с трансформированными 
гонадами, n 

10 13 13 16 16 

Частота интеграции*, % 20,8 28,3 27,7 35,6 37,2 
Эффективность трансгенеза**, % 20,0 26,0 26,0 32,0 32,0 
Эффективность трансформации 
клеток гонад***, % 

1,8 ± 0,17
c

2,2 ± 0,15
c

2,5 ± 0,14
b

3,2 ± 0,2
a
 3,1 ± 0,15 

Примечание: * отношение числа эмбрионов с трансформированными гонадами к общему числу развив#
шихся эмбрионов, выраженное в процентах; ** отношение числа эмбрионов с трансформированными гонадами 
к общему числу проинъецированных эмбрионов, выраженное в процентах; *** отношение числа трансформиро#
ванных клеток (ПЗК) к их общему в гонадах одного эмбриона, выраженное в процентах (при расчете данного 
показателя учитывали только эмбрионы с трансформированными гонадами). Достоверные различия a, b p < 0,005 
и a, c p < 0,001. 
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Рис. 3. Гонады 9Lдневных эмбрионов кур: 

иммуногистохимическое окрашивание на GFP, 1 — опыт, 2 — контроль. 
Трансформированные ПЗК показаны стрелкой. Ув. ×400 

Таким образом, проведенные исследования показали возможность исполь-
зования ретровирусных векторов для трансформации ПЗК кур как in vitro, так 
и in vivo. Вместе с тем, сопоставляя полученные результаты, следует отметить до-
статочно низкую эффективность трансфекции ПЗК in vitro, что связано с низкой 
пролиферативной активностью ПЗК в культуре. В связи с этим для генетической 
модификации ПЗК может быть рекомендован метод трансформации данного 
типа клеток путем введения генной конструкции в эмбрионы кур in vivo. При 
этом в качестве источника генной конструкции целесообразно использование 
клеток-упаковщиц в концентрации 1000 клеток/эмбрион. Использование для этих 
целей клеток-упаковщиц в большей концентрации (2000 клеток/эмбрион и более) 
негативно влияет на развитие эмбрионов, что выражается в повышении эмбрио-
нальной смертности, снижении процента вылупа цыплят и как следствие этого 
снижения результативности трансгенеза. 
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In this article we studied the impact by using retroviral vectors for genetic transformation of chicken 
primordial germ cells IN VITRO and IN VIVO to produce transgenic chickens. By using of retroviral 
vector system it was shown that the efficiency genetic transformation of chicken embryonic gonads can be 
of up to 3.2%. 
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