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Описано процес переносу генетичної конструкції (pEGFP-N1 

вектор) у геном сперматозоїдів японських перепелів з використанням 
диметилсульфоксиду (DMSO). Передачу та прояв введеної генетичної 
інформації оцінювали за характерним флуоресцентним свіченням 
трансфікованих сперматозоїдів, внаслідок експресії зеленого 
флуоресцентного білка (green fluorescent protein (GFP)) та за допомогою 
ПЛР-аналізу.  

Японський перепіл, сперматозоїд, генетична конструкція, 
еякулят, трансфекція. 

За останні роки розроблено цілий ряд методів для отримання 
трансгенних тварин. Найпоширені способи складаються з: мікроін'єкції 
в пронуклеуси, пересадки ядер соматичних клітин та трансдукції з 
використанням ретровірусів. Останній найширше використовується, 
тим не менше, ретровірусний метод має ряд недоліків, таких як 
обмеження на розмір вбудованого гена та небезпечність використання 
цієї методики. Альтернативним і недорогим є метод введення 
чужорідної ДНК в сперматозоїд до запліднення. Хоча трансгенні 
тварини були отримані внаслідок використання сперм-
опосередкованого переносу гена (sperm- mediated gene transfer 
(SMGT)), все ж ефективність цієї методики була низь-кою , що було 
спричиняло погане проникнення екзогенної ДНК у сперматозоїди. 
Недостатня ефективність SMGT була пов'язана з активацією захисних 
механізмів сперматозоїдів та насіннєвої плазми, в результаті чого 
відбувалась деградація екзогенної ДНК.  

Мета досліджень – збільшення ективності трансфекції 
сперматозоїдів внаслідок використання диметилсульфоксиду (DMSO) 
та композитів для відмивки від ДНКаз. 

Матеріали та методика досліджень. Для визначення впливу 
сім’яної плазми на інтенсивність включення екзогенної ДНК у 
сперматозоїди, зразки сперми об'єднували і 109 сперматозоїдів 
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промивали відмиваючим розчином, центрифугуючи при 600 g шість 
разів. 

Після кожного промивання супернатант видаляли для перевірки 
на ДНКазну активність, яку вимірювали за допомогою горизонтального 
гель-електрофорезу (1 %-на агароза), з використанням для візуалізації 
ДНК 0,5 мкг/мл бромистого етидію. Рухливість та активність сперми 
оцінювали за допомогою фазово-контрастної мікроскопії до і після 
кожної промивки. 

Екзогенну ДНК, яка адсорбовувалась на поверхні сперматозоїдів, 
видаляли обробкою 20 U ДНКазою I (Invitrogen, USA) протягом 30 хв і 
трьох промивок у фосфатно-сольовому буфері (PBS) при 600g 5 хв.  

Виділену із сперматозоїдів ДНК аналізували за допомогою ПЛР 
для виявлення інтерналізації (засвоєння) екзогенної ДНК.  

Також ефективність трансфекції сперматозоїдів оцінювали за 
характерним флуоресцентним свіченням трансфікованих сперматозоїдів з 
використанням мікроскопії, внаслідок експресії зеленого флуоресцентного 
білка (green fluorescent protein (GFP)) (рис.1). 

 
Рис.1. Свічення трансфікованого сперматозоїда внаслідок 

експресії зеленого флуоресцентного білка (green fluorescent 
protein (GFP)). 

 
Трансгенна передача екзогенної ДНК за допомогою обробки 

диметилсульфоксидом (DMSO). Еякулят перепелів розділили на три 
групи: 1 – контроль І – здійснювали відмивання сперми без 
застосування екзогенної ДНК; 2 – контроль ІІ – проводили відмивання 
з використанням екзогенної ДНК; 3 – з використанням DMSO, після 
відмивання сперму інкубували з екзогенною ДНК та       3 %-ним 
диметилсульфоксидом (DMSO). 

Трансфекція сперматозоїдів: плазмідну ДНК (10 μg) обробляли 3 
%-ним DMSO протягом 30 хв при кімнатній температурі. Зібрану 
перепелину сперму оцінювали за рухливістю та активністю 



сперматозоїдів, після чого зразки еякуляту об'єднували. Близько 109 
сперматозоїдів розводили в 600 мкл відмиваючого розчину для 
подальших етапів відмивання. Після цього сперматозоїди інкубували з 
трансфекційним розчином із загальним об’ємом 1 мл. 

Після проведення трансфекції оцінювали рухливість та 
життєздатність сперматозоїдів. Кількість сперматозоїдів визначали за 
допомогою камери Маклера. 

Результати досліджень. Рухливість сперматозоїдів 
зменшувалася з кожним наступним відмиванням. Наприклад, після 
трьох послідовних промивок вона значно знизилась порівняно із свіжою 
спермою (рис. 2).  

 
Рис.2. Порівняльна характеристика рухливості сперматозоїдів в 

залежності від кількості відмивань еякуляту 
 

З кожним наступним промиванням ДНКазна активність суттєво 
зменшувалась, що значно спрощувало процес трансфекції. У контролі 
та після перших двох промивок у зв’язку з високим деструктивним 
впливом ДНКаз плазмідна активність була дуже низькою, проте 
починаючи з третього промивання вплив ДНКаз суттєво знижувався, а 
після шести відмивань рівень трансфекції сперматозоїдів з 
використанням DMSO суттєво підвищувався. 

Обробка сперми за допомогою DMSO незначно зменшувала 
активність та фертильність сперматозоїдів, проте значно сприяла їх 
успішному трансфікуванню: ПЛР-аналіз показав присутність гена EGFP 
в ДНК сперматозоїдів. 

Успішність трансгенної передачі в зразках еякуляту з 
використанням DMSO становила 38%.  
 

Висновки 
Отже, використання системи відмивань еякуляту від ДНКаз та 

подальша трансфекція з використанням DMSO дають можливість 



ефективно отримувати рухливі та фертильні трансфіковані 
сперматозоїди.  
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Описан процесс переноса генетической конструкции (pEGFP-N1 

вектор) в геном сперматозоидов японских перепелов с 
использованием диметилсульфоксида (DMSO). Передачу и 
проявление введенной генетической информации оценивали по 
характерному флуоресцентному свечению трансфицированных 
сперматозоидов, вследствие экспрессии зеленого флуоресцентного 
белка (green fluorescent protein (GFP)) и с помощью ПЦР-анализа.  

Японский перепил, сперматозоид, генетическая 
конструкция, эякулят, трансфекция. 
 

This paper describes a process of transferring genetic construction 
(pEGFP-N1 vector) into the genome of Japanese quail sperm using dimethyl 
sulfoxide (DMSO). Transfer and expression of the introduced genetic 
information was evaluated by the characteristic fluorescence of transfected 
spermatozoa due to expression of the green fluorescent protein (GFP) and 
by PCR analysis. 

Japanese quail, sperm, genetic constructions, ejaculate, 
transfection. 
 


