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Актуальність. Метод ICSI вже довгий
часуспішнозастосовуєтьсядлятрансгенезу
у ссавців. Найбільшою перевагою даної
методикиєїївідносновисокаефективність
длямікроін’єкціївеликихфрагментівДНК.

Аналіз останніх досліджень та публіка-
цій. Отримання трансгенного організму
включає три стадії: створення генної кон-
струкції,впровадженняїївгеноморганізму,
аналіз і селекцію модифікованих організ-
мів. Найбільш розробленою на сьогодніш-
нійденьєпершастадіяцьогопроцесу.Так,
якщостаєвідомим,щобудьякаознакатва-
рини або рослини пов’язана з певним
геном,товиділити,розмножитицейген і
виготовитизньогоконструкціюдлятранс-

генезунеєсьогоднісерйозноюпроблемою.
Складнішою є друга частина роботи.

Доставкагеннихконструкційвгеномтва-
рин здійснюється різними способами,
найбільш відпрацьованими з яких є:
мікроін’єкція ДНК в ядро заплідненої
яйцеклітини; застосування ретровірусів
як засобу доставки чужорідної ДНК в
геном, оскільки вони здатні вбудовувати-
сявхромосомиклітин;отриманняембрі-
ональних химер – внесення в ембріон
генетично трансформованих чужорід-
ною ДНК первинних статевих клітин,
виділенихзіншогоембріона.

Кожензцихметодівмаєсвоїпереваги
танедоліки.
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Інтрацитоплазматична ін’єкції спер-
матозоїда(ICSI).Незаплідненаяйцекліти-
навитягуєтьсязпередньоїчастиниділян-
ки магнуму (білкового відділу яйцеводу)
протягом1годинипісляпопаданняооци-
тачерезворонкувяйцевід,вційділянці
яйцеклітинапокритатонкимшаромбілку,
без шкаралупи. Кожній яйцеклітині
здійснюваласьмікроін’єкціяодногоспер-
матозоїда разом із супровідними реаген-
тами. ЕС вводили в кількості 2 нг.
Загальнийоб’ємвведеноїсумішіскладав1
нл.Всіпроцедури,яківикористовувалися
дляICSIбуливиконані,якописаноHrabia
та співавт. (2003) і Мідзусімою (2008).
Розчин ЕС та інші супровідні реагенти
затягувались першими в мікроін’єкційну
голку, використовуючи при цьому інвер-
тований мікроскоп (IX70, Olympus), за
цимслідуваловтягуваннясперматозоїдав
цю ж мікроін’єкційну голку. Яйцеклітину
поміщаливсередовищеDMEMвпласти-
ковійчашціПетрі(35×18мм,Nunclon),а
потім здійснювали мікроін’єкцію в цен-
тральнучастинузародковогодискаооци-
тунаглибину30-50мкм,звикористанням
мікроманіпуляторів та стереомікроскопу
(SZ11, Olympus). Швидкість введення
(впорскування)складала–6нл/хв.Такяк
зародковий диск перепелиних яєць є
непрозорим,завершенняін’єкціїпідтвер-
джувалось візуально шляхом спостере-
женнянабрякувмісціін’єкціїпідстерео-
мікроскопом. Після цього проводили
культивуванняооцитів.

Комплексна система культивування
включалатристадіїібазуваласьнавикорис-
танніяєчноїшкаралупиякємностідлякуль-
тивування та рідкого білку, розведеного
розчином солі – як живильного середови-
ща. На першій стадії культивування, яка
тривала упродовж 24 годин (після мікро-
ін’єкції),ін’єктовануяйцеклітинупоміщали
вшкаралупузвіконцем,щомістиланевели-
ку кількість живильного середовища, так,
щоб зародковий диск не був закритий.

Для отримання трансгенних тварин
найчастіше вдаються до мікроін’єкції
ДНКвяйцеклітину.Прицьомудослідни-
кипрагнуть,щобтрансгенмістивсяувсіх
клітинах тварини і обов’язково в стате-
вих–дляпередачіпотомству.Томупере-
несення генів здійснюють на найбільш
ранніх стадіях розвитку організму.
Найкращимчасовиммоментомдляцього
єстадіязиготи,колиорганізмскладається
зоднієїклітини.Такожважливиммомен-
том для ефективного отримання транс-
геннихтваринєвикористанняспермато-
зоїдіввякостівекторадляпереносучужо-
рідноїДНКвооцит.

Мета дослідження – отримати гене-
тично трансформованих ембріонів пере-
пелівзадопомогоюінтрацитоплазматич-
ної ін’єкції сперматозоїдів в комплексі з
TritonX-100(TX-100),екстрактомсперми
(ЕС)таCRISPR/Cas-GFPвектором.

Матеріали і методи дослідження. 
Підготовкаспермидляпроведенняінтра-
цитоплазматичноїін’єкціїсперматозоїдав
комплексі з розчином Triton X-100 та
CRISPR/Cas-GFPвектором.Длявведення
гену був використаний CRISPR/Cas-GFP
вектор.Дляроботиіззібранимеякулятом
використовували середовище NIM
(nuclear isolation medium), як описано
Мідзусімою та співавт. П’ятдесят мікролі-
трів 0,5 % розчину Triton X-100 додавали
до 450 мкл суспензії сперми в NIM.
Сперматозоїди центрифугували протягом
1 хв за 20000 об/хв за температурі 2 оС,
ретельнопромивалив1млохолодженого
донульовоїтемпературисередовищаNIM
ірозсуспендовували.Вподальшомусперму
доводилидоконцентрації2 ×105сперма-
тозоїдів на мілілітр у середовищі NIM.
Частина сперми використовувалася для
ICSI.ОдинмікролітрфрагментуДНКзмі-
шувализ9мклсуспензіїспермипіпетуван-
ням,вподальшому інкубуючипротягом1
хвнальоді.Потімданусумішзмішувализ
12%полівінілпіролідоном.
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уцілогорядутварин,протеуптахівництві
дуже мало досліджень було проведено у
цьомунапрямку.Зцієюметоюбулоздійс-
нено ряд досліджень із застосуванням
методу ICSI на перепелиних ооцитах, це
далозмогупродемонструвати,щоперепе-
лині яйцеклітини, ін’єктовані одним
перепелинимсперматозоїдомбулиздатні
запліднюватись і давати розвиток
бластодерми. Для проведення ICSI вико-
ристовували сперматозоїди трансфікова-
нізадопомогоюTritonX-100(TX-100)та
CRISPR/Cas-GFPвектору.

Під час мікроін’єкції сперматозоїда
застосувався екстракт сперми (ЕС), який
сприявпідвищеннюрівняактиваціїооци-
тів,щодавалозначнезбільшеннякількості
заплідненихяйцеклітин(ДоскладуЕСвхо-
дилитрикомпоненти:1)фосфоліпаза,2)
аконітатгідратаза,3)цитратсинтаза,якіу
комплексномупоєднаннісуттєвопідвищу-
валивідсотокзаплідненихяйцеклітин).

Також досліджувався вплив TX-100 на
цілісність мембран сперматозоїдів. У
випадку,колинезастосовувавсяТХ-100у
87,2 ± 4,2 % сперматозоїдів мембрани
голівокбулинеушкодженими;взразку,де
застосовувалиТХ-100,кількістьспермато-
зоїдів з неушкодженими мембранами
складала – 10,8 ± 2,8 %. Було досліджено
вплив ТХ-100 на процес запліднення
ооцитівтаподальшийїхрозвитокпротя-
гом24годинпіслязаплідненнязадопомо-
гою методу ICSI. Також вивчався вплив
ЕСнаактиваціютаефективністьпроцесу
заплідненнявооцитів.

Використання TX-100 індукувало
пошкодження мембран сперматозоїдів,
щозменшувалозапліднюючийпотенціал
сперми,протеупоєднанніізметодомICSI
значно підвищувало ефективність пере-
носу генетичної інформації. Для збіль-
шеннякількостізаплідненихооцитів,під
час інтрацитоплазматичної ін’єкції спер-
матозоїдів, використовували екстракт
сперми(ЕС).Ооцити,якихзапліднювали

Протягомцієїстадії,ембріонрозвивається
нажовткувідоднієїклітинидобластодер-
миз60000клітин.Потімшкаралупазапов-
нювалась розведеним білком, щоб повні-
стюзануритиембріон,івіконцевшкаралу-
пі закривалось липкою стрічкою. Друга
стадія тривала 65 годин і за цей час мав
розвинутися ембріон із функціонуючим
серцем.Длятретьоїінайдовшоїстадії,яка
тривала до вилуплення, ембріон з його
жовтком іживильнимсередовищем,пере-
міщуваливдругу,більшузарозміромшкара-
лупу. Це забезпечувало штучний повітря-
нийпростір,необхіднийпротягомпарафе-
тального періоду, коли ембріон починає
дихатиатмосфернимповітрямсвоїмилеге-
нями і готується до вилуплення. Перед
початкомлегеневоївентиляції,за1-2доби
до вилуплення, плівка якою закривали
отвір в шкаралупі перфорувалась для про-
пуску повітря в повітряну камеру яйця.
Оскільки яйцеклітини для мікроін’єкції
отримувалипідчасїїрухувнизпояйцеводу,
топідчасінкубаціїпротягомстадіїIвико-
ристовувався температурний режим яйце-
воду,внаслідокчоготемпературавінкубато-
ріскладала41,5°Cзавідносноївологості–
75%тарівнівуглекислогогазу–5%.Вкінці
першоїстадіїбувкороткийперіодпритем-
пературі – 24 °C (кімнатна температура),
щобімітуватияйцекладку(знесенняяйця).
Інкубаційні умови протягом II і III стадій
були змінені в порівнянні з традиційно
використовуванимиуптахівництві:віднос-
на вологість піднята приблизно до 75 %,
потімздійснювалиїїзменшенняприблизно
до65%передстадієювилуплення.Надру-
гійстадії,частотаповоротівбулазбільшена
дочотирьохразівнагодину.Підчастретьої
стадіїкутповоротузменшувався,щобзапо-
бігти торканню ембріоном липкої плівки,
яказакривалаотвірвшкаралупі.

Результати дослідження та їх обгово-
рення. Інтрацитоплазматична ін’єкція
(ICSI) є опосередкованим методом пере-
несеннягенівішироковикористовується
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Ці результати вказують на те, що
метод ICSI в комплексі із TX-100, ЕС та
CRISPR/Cas-GFP вектором відкривають
широкі перспективи для ефективного
здійснення переносу генетичної інфор-
маціїуперепелів.

Висновки і перспективи подальших 
досліджень: 

1.МетодICSIзабезпечуєвисокуефек-
тивність для мікроін’єкції великих фраг-
ментівДНКвгеномгосподаря.

2. Застосування екстракту сперми під
час мікроін’єкції сперматозоїда, сприяє
підвищенню рівня активації ооцитів, що
даєзначнезбільшеннякількостізаплідне-
нихяйцеклітин.

3. Використання TX-100 індукувало
пошкодження мембран сперматозоїдів,
щозменшувалозапліднюючийпотенціал
сперми,протеупоєднанніізметодомICSI
значно підвищувало ефективність пере-
носугенетичноїінформації.

сперматозоїдами з ЕС методом ICSI про-
демонструвалиефективністьзапліднення
73,4 %. Під час інтрацитоплазматичної
ін’єкціїлишесперматозоїдів(безвикори-
станняЕС)кількістьзаплідненихяйцеклі-
тинстановила17,8%.

Після мікроін’єкції сперматозоїдів в
комплексі із ЕС та CRISPR/Cas-GFP век-
тором,безTX-100:булоотриманорозви-
ток бластодерми в 38,9 % запліднених
ооцитів, проте флуоресцентне випромі-
нювання та експресія зеленого флуорес-
центного білка (GFP) не спостерігались.
Після використання інтрацитоплазма-
тичноїін’єкціїсперматозоїдівізвикорис-
танням TX-100, ЕС та CRISPR/Cas-GFP
вектору, розвиток бластодерми спостері-
гавсяв42,2%заплідненихяйцеклітин,у
82,3 % ембріонів спостерігалось зелене
флуоресцентневипромінювання,знихв
47,8 % було виявлено експресію GFP в
бластодермі(табл.1).

1. Розвиток бластодерми протягом 24 годин після інтрацитоплазматичної ін’єкції 
в ооцит перепела сперматозоїда в комплексі з TX-100, ЕС та CRISPR/Cas-GFP 

вектором

Зразки сперми Кількість 
ін’єктова-
них ооци-

тів

Кількість ооци-
тів, які дали роз-
виток бластодер-
ми після ICSI (%)

Кількість ембріонів 
із зеленим флуорес-
центним випромі-

нюванням (%)

Кількість ембріонів 
із експресією зеле-
ного флуоресцент-
ного білка GFP (%)

Контроль
(БезТХ-100)

54 21(38,9) 0(0) 0(0)

Вкомплексі
зТХ-100

71 28(42,2) 23(82,3) 11(47,8)
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Данное исследование было проведено с целью 
внедрения новых методических подходов в трансге-
нез перепелов: путем использования интрацито-
плазматической инъекции сперматозоида (ICSI). 
Оценивалась способность к оплодотворению и 
трансфекции перепелиных ооцитов с помощью 
микроинъекции сперматозоидов обработанных 
Triton X-100 с использованием экстракта спермы 
и CRISPR/Cas-GFP вектора.

Ключевые слова: внутриклеточная инъекция 
сперматозоида, эмбриогенез, ооцит, сперматозоид, 
микроинъекция, трансфекция, GFP, бластодерма
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mic sperm injection for the transmission of genetic 
information in the japanese quail (сoturnix japoni-
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This study was conducted in order to introduce 
new methodological approaches transgenesis quail 
by using intracytoplasmic sperm injection (ICSI). 
We researched the ability to fertilization and trans-
fection oocytes of quail via microinjection of sperm 
treated by Triton X-100 with using an extract sperm 
and CRISPR/Cas-GFP vector.

Keywords: intracytoplasmic sperm injection, 
embryogenesis, oocyte, sperm, microinjection, trans-
fection, GFP, blastoderm
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