
 1194

СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННАЯ БИОЛОГИЯ, 2017, том 52, ¹ 6, с. 1194-1199 
 
 
УДК 636.52/.58:636.082:57.085.23 doi: 10.15389/agrobiology.2017.6.1194rus 
 

ЭФФЕКТИВНОСТЬ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ БУСУЛЬФАНА  
ДЛЯ ЭЛИМИНАЦИИ ПРИМОРДИАЛЬНЫХ ЗАРОДЫШЕВЫХ  

КЛЕТОК В ГОНАДАХ У ЭМБРИОНОВ КУР 
 

А.Н. ВЕТОХ, Н.А. ВОЛКОВА, Е.К. ТОМГОРОВА, Л.А. ВОЛКОВА,  
Н.А. ЗИНОВЬЕВА 

 

Использование примордиальных зародышевых клеток для получения генетически моди-
фицированной и химерной сельскохозяйственной птицы — одно из перспективных направлений 
биотехнологии, которое рассматривается как альтернатива традиционным методам селекции и 
модификации генома. Получение трансгенных и химерных особей с использованием этой техно-
логии предусматривает введение донорских примордиальных зародышевых клеток в дорсальную 
аорту эмбрионов-реципиентов в период миграции из крови в гонады. В случае колонизации до-
норскими зародышевыми клетками гонад эмбрионов-реципиентов возможна их дальнейшая диф-
ференцировка до зрелых мужских и женских половых клеток. Один из основных факторов, опре-
деляющих эффективность проводимых манипуляций, — результативность элиминации собствен-
ных примордиальных зародышевых клеток у эмбрионов-реципиентов. В этой связи остается ак-
туальной разработка приемов по удалению такого типа клеток. Целью наших исследований стала 
оптимизация методических подходов по элиминации примордиальных зародышевых клеток в 
гонадах у эмбрионов кур породы Первомайская. В качестве алкилирующего агента использовали 
бусульфан в дозах 10, 40, 70, 100, 150, 200 и 250 мкг/эмбрион. Для разведения бусульфана приме-
няли диметилсульфоксид (ДМСО), а также его сочетание со средой DМЕМ в различных соотно-
шениях. Введение бусульфана в эмбрионы осуществляли двумя способами: через прокол в скорлупе 
в тупом конце яйца до закладки яиц на инкубацию и посредством нанесения раствора препарата на 
зародышевый диск через окно в скорлупе в тупом конце яйца на 24-й ч инкубации. Эффективность 
элиминации примордиальных зародышевых клеток в гонадах оценивали на 7-е сут инкубации на 
основании гистологических исследований с использованием иммуногистохимич на экспрессию 
гена SSEA-1 (stage-specific embryonic antigen-1). Установлено, что результативность элиминации 
примордиальных зародышевых клеток определяется способом подготовки и введения бусульфана 
в эмбрионы, а также дозой препарата. Показано снижение негативного действия на развитие 
эмбрионов кур ДМСО, используемого для разведения бусульфана, при включении в состав рас-
твора препарата среды DМЕМ в концентрации 10 %. Высокая эффективность элиминации при-
мордиальных зародышевых клеток установлена при использовании бусульфана в концентрации 
100 мкг/эмбрион: снижение числа зародышевых клеток в гонадах достигало 92 % по сравнению с 
контролем. Использование бусульфана в большей концентрации приводило к повышению эмбрио-
нальной смертности. При этом более высокую результативность элиминации примордиальных заро-
дышевых клеток отмечали при введении бусульфана на 24-й час инкубации эмбрионов: количество 
зародышевых клеток в гонадах у 7-суточных эмбрионов кур было на 12,5 % меньше по сравнению 
с аналогичным показателем, установленным при инъекции препарата перед началом инкубации.  
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Получение трансгенных (1-3) и химерных (4-6) особей посредством 
трансплантация донорских примордиальных зародышевых клеток рассмат-
ривается в качестве альтернативы традиционным методам селекции и мо-
дификации генома. Ввиду особенностей воспроизводства и развития сель-
скохозяйственной птицы использование этой технологии открывает новые 
возможности для направленной модификации генома (7-9) и воссоздания 
ценных пород и линий, сохраняемых в условиях криобанков (10-12).  

Первичные зародышевые клетки (ПКЗ) служат предшественниками 
половых клеток. В процессе эмбриогенеза они дифференцируются в мужские 
и женские половые клетки, что значительно расширяет возможности реали-
зации их потенциала при создании трансгенных и химерных особей с задан-
ными свойствами. У эмбрионов кур примордиальные зародышевые клетки 
образуются в эпибласте и мигрируют через гипобласт в кровь, затем в гонады 
(13). В связи с этим при введении донорских ПЗК в дорсальную аорту эм-
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брионов-реципиентов в период миграции собственных ПЗК из крови в гона-
ды возможна колонизация гонад реципиентов донорскими клетками (14-15). 

Эффективность трансплантации донорских ПЗК может быть повы-
шена посредством предварительной подготовки эмбрионов-реципиентов, 
направленной на элиминацию собственных зародышевых клеток в гона-
дах. Существует несколько методов удаления эндогенных зародышевых 
клеток у разных видов позвоночных: -облучение, рентгеновское облуче-
ние (16-18), химическая стерилизация (19). В последнем случае использу-
ют препарат бусульфан. Он представляет собой алкилирующий агент, вы-
зывающий повреждение ДНК в клетках-мишенях, что приводит к выклю-
чению всех клеточных механизмов и разрушению клеток. В экспериментах 
на лабораторных и сельскохозяйственных животных показано избиратель-
ное действие бусульфана на половые клетки самцов (20-22).  

В настоящем исследовании изучена эффективность использования 
бусульфана для элиминации примордиальных зародышевых клеток в гона-
дах у эмбрионов кур. Впервые оценена результативность элиминации 
примордиальных зародышевых клеток при различных способах подготовки 
инъекционного раствора бусульфана, его введения в эмбрионы кур и при 
разной концентрации препарата. 

Цель работы заключалась в оптимизации методических подходов по 
элиминации примордиальных зародышевых клеток в гонадах у эмбрионов 
кур при использовании бусульфана в рамках разработки отдельных этапов 
технологии получения трансгенных особей с заданными свойствами. 

Методика. Объектом исследований служили эмбрионы кур породы 
Первомайская. Для удаления эндогенных примордиальных зародышевых 
клеток использовали раствор бусульфана в диметилсульфоксиде (ДМСО) и 
питательной среде DMEM (минимальная среда Игла в модификации Дюль-
беко) («Invitrogen», США). Полученные растворы стерилизовали, пропуская 
через фильтр с диаметром пор 22 мкм. Перед введением бусульфана яйца 
обрабатывали 70 % спиртом. Последующие манипуляции с эмбрионами 
проводили в асептических условиях (в ламинарном боксе). Введение бу-
сульфана в количестве 10 мкг/эмбрион осуществляли двумя способами: че-
рез прокол в скорлупе в тупом конце яйца до закладки яиц на инкубацию 
или посредством нанесения раствора препарата на зародышевый диск через 
окно в скорлупе в тупом конце яйца на 24-й ч инкубации. Объем вводимо-
го препарата в первом случае составлял 100 мкл, во втором — 50 мкл. Яйца 
инкубировали (Rcom Maru 190 Deluxe, «Rcom», Корея) при соблюдении 
стандартных для куриных яиц условий (температура 37,5 С, влажность 55 %). 
При определении дозы бусульфана, оптимальной для эффективной элимина-
ции примордиальных зародышевых клеток, изучали их наличие в гонадах при 
введении бусульфана в количестве 40, 70, 100, 150, 200 и 250 мкг/эмбрион. 

Эффективность препарата оценивали на основании гистологиче-
ских исследований гонад эмбрионов. В качестве контроля использовали 
эмбрионы, не обработанные бусульфаном. Отбор эмбрионов осуществляли 
на 7-е сут инкубации. Фиксацию материала проводили в растворе Буэна 
(пикриновая кислота:уксусная кислота:формалин в соотношении 15:1:5) в 
течение 48 ч. Гистологические препараты готовили по общепринятой ме-
тодике, включающей дегидратацию ткани в спиртах возрастающей кон-
центрации, пропитку в смеси ксилол-парафин и заключение в парафин 
(23). Препараты окрашивали гематоксилином и эозином. Для анализа ис-
пользовали поперечные срезы эмбрионов в области расположения гонад 
(поясничная область, место локализации первичных почек). Гистологиче-
ский анализ осуществляли на микроскопе Ni-U («Nikon», Япония), обработ-
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ку и анализ изображений — с применением пакета программ NIS-Elements 
(«Nikon», Япония). ПЗК на гистологических срезах идентифицировали им-
муногистохимически с применением авидин-биотиновой системы («Vector 
Laboratories», США) (21). Первыми антителами служили анти-SSEA-1 
(stage-specific embryonic antigen-1). Комплекс антиген-антитело идентифи-
цировали с помощью пероксидазы хрена, для выявления которой использо-
вали 3,3-диаминобензидин-тетрахлорат (ДАБ) («Vector Laboratories», США).  

Статистическую обработку данных проводили с помощью методов 
вариационной статистики в MS Excel. В таблицах представлены средние 
значения (X) и ошибки средних (±х). 

Результаты. Перед введением бусульфана в эмбрионы кур был оп-
тимизирован состав среды для разведения препарата. Бусульфан разводят 
в диметилсульфоксиде (ДМСО); при использовании водных растворов бу-
сульфан может частично выпадать в осадок. В связи с тем, что ДМСО 
токсичен для клеток, мы изучили влияние раствора бусульфана, получен-
ного на основе ДМСО и среды DМЕМ в различных соотношениях, на 
развитие эмбрионов и эффективность элиминации примордиальных заро-
дышевых клеток (табл. 1).  

1. Развитие эмбрионов кур породы Первомайская и эффективность элиминации 
примордиальных зародышевых клеток в зависимости от состава и способа 
введения раствора бусульфана (Х±х) 

Состав инъекционного раствора 
Обработа-
но эмбри-
онов, n  

Развилось 
эмбрионов до 
7-х сут инку-
бации, n (%) 

Исследо-
вано го-
над, n 

Диаметр 
гонад, мкм 

Число ПЗК в 
гонадах (ги-
стологиче-
ский срез), n 

В в е д е н и е  б у с у л ь ф а н а  д о  н а ч а л а  и н к у б а ц и и  я и ц  (100 мкл/эмбрион) 
Контроль (без обработки) 15 15 (100) 30 218±10 14±1 
Bu + ДМСО  20 15 (75) 30 185±11 8±1 
Bu + 90 % ДМСО + 10 % DМЕМ 20 16 (80) 32 191±9 8±1 
Bu + 70 % ДМСО + 30 % DМЕМ 20 17 (85) 34 190±10 10±1 
Bu + 50 % ДМСО + 50 % DМЕМ 20 17 (85) 34 201±12 10±2 

В в е д е н и е  б у с у л ь ф а н а  н а  24-й ч и н к у б а ц и и  (50 мкл/эмбрион) 
Контроль (без обработки) 15 14 (93) 28 211±9 12±1 
Bu + ДМСО  20 12 (60) 24 172±12 7±1 
Bu + 90 % ДМСО + 10 % DМЕМ 20 14 (70) 28 178±8 7±1 
Bu + 70 % ДМСО + 30 % DМЕМ 20 15 (75) 30 188±10 9±1 
Bu + 50 % ДМСО + 50 % DМЕМ 20 16 (80) 32 190±14 10±1 
П р и м е ч а н и е. Bu — бусульфан (10 мкг/эмбрион), ПЗК — примордиальные зародышевые клетки. 
 

При введении раствора бусульфана, полученного на основе ДМСО, 
эмбриональная смертность была на 18-23 % выше по сравнению с контро-
лем. Включение в состав инъекционного раствора бусульфана среды 
DМЕМ позволило снизить негативное влияние ДМСО на развитие эм-
брионов до 20 %. Однако при увеличении содержания DМЕМ в инъекци-
онном растворе препарата до 30 % и более результативность действия бу-
сульфана снижалась. Оптимальные показатели, характеризующие эффек-
тивность развития эмбрионов и элиминации примордиальных зародыше-
вых клеток, были получены при использовании инъекционного раствора, 
включавшего 10 мкг бусульфана, 90 % ДМСО и 10 % среды DМЕМ. При 
этом введение бусульфана на 24-й ч инкубации оказалось эффективнее по 
сравнению с инъекцией препарата до ее начала. Количество примор-
диальных зародышевых клеток в гонадах было на 12,5 % меньше анало-
гичного показателя при обработке эмбрионов бусульфаном на более ран-
нем сроке инкубации. В дальнейших исследованиях для разведения бу-
сульфана мы использовали раствор, включающий 90 % ДМСО и 10 % сре-
ды DМЕМ. Бусульфан вводили на 24-й ч инкубации эмбрионов.  

Гистологические исследования 7-суточных эмбрионов кур выявили 
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изменение размеров гонад и наличия в них примордиальных зародышевых 
клеток в зависимости от концентрации вводимого препарата (табл. 2). Так, 
при введении бусульфана в дозе 40 мкг средний диаметр гонад был на 17 % 
меньше, чем в контроле. При увеличении количества бусульфана отмечали 
уменьшение их диаметра. При использовании бусульфана в дозах 70, 100, 
150 и 200 мкг/эмбрион разница с контролем достигала соответственно 27, 
47, 53 и 55 %. При введении бусульфана в дозе 250 мкг не наблюдалось 
дальнейшего развития ни одного из 20 обработанных эмбрионов. 

2. Эффективность элиминации примордиальных зародышевых клеток (ПЗК) в гона-
дах у эмбрионов кур породы Первомайская при введении бусульфана в разных 
дозах (Х±х) 

Показатель  
Доза бусульфана, мкг/эмбрион 

контроль 40 70 100 150 200 250 
Обработано эмбрионов, n 15 20 20 20 20 20 20 
Развилось эмбрионов до 7-х сут 
инкубации, n (%) 

14 (93) 10 (50) 8 (40) 5 (25) 2 (10) 1 (5) 0 (0) 

Исследовано гонад, n 28 20 16 10 4 2 0 
Диаметр гонад, мкм 211±9 176±6 154±4 111±7 99±3 96±1  
Число ПЗК в 1 гонаде (гистоло-
гический срез), n: 

       

  минимальное 4 1 0 0 0 0  
  максимальное 22 13 11 2 1 1  
  в среднем 12±1 6±1 4±1 1±1 1±1 1±1  

 

Уменьшение диаметра гонад у эмбрионов было обусловлено значи-
тельным снижением в них числа примордиальных зародышевых клеток 
(рис.). При введении бусульфана в дозе 40 и 70 мкг этот показатель сни-
жался по сравнению с контролем соответственно в 2 и 3 раза (табл. 2). 
При количестве бусульфана более 100 мкг/эмбрион отмечалось наличие в 
гонадах единичных примордиальных зародышевых клеток. В исследовани-
ях, проведенных на лабораторных животных и петухах, у особей при вве-
дении бусульфана также отмечалось уменьшение размеров семенников и 
семенных канальцев по сравнению с контролем (24, 25). 

 

 А Б 

  

Иммуногистохимическое окрашивание гонад 7-суточных эмбрионов кур (порода Первомайская): 
А — контроль, без введения бусульфана, видны окрашенные примордиальные зародышевые 
клетки (показаны стрелкой); Б — опыт, введение бусульфана в дозе 100 мкг/эмбрион, отсут-
ствие примордиальных зародышевых клеток. Увеличение ½400. Световая микроскопия 
(«Nikon», Япония).  

 

Таким образом, полученные данные свидетельствуют о результа-
тивности использования бусульфана для элиминации примордиальных 
зародышевых клеток в гонадах эмбрионов кур. Оптимальным количеством 
препарата можно считать 100 мкг на эмбрион. Использование бусульфана 
в указанной дозе способствовало уменьшению диаметра гонад и сниже-
нию количества примордиальных зародышевых клеток в них по сравне-
нию с контролем соответственно на 53 и 92 %. При введении в эмбрионы 
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бусульфана в большей концентрации (до 250 мкг) отмечались нарушения в 
их развитии, обусловливающие высокую эмбриональную смертность.  
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A b s t r a c t  
 

The use of primordial germ cells to produce genetically modified and chimeric poultry is 
one of the promising areas of biotechnology. It is also considered as an alternative to traditional 
methods of selection and genome modification. The production of transgenic and chimeric animals 
using this technology provides the introduction of donor primordial germ cells into the dorsal aorta 
of recipient embryos during the migration of this cell type from the blood to the gonads. In the case 
of the colonization by donor germ cells of the recipient embryos gonads, further differentiation of 
donor cells to mature germ cells (both male and female) is possible. One of the main factors that 
determine the effectiveness of conducted manipulations is eliminating own primordial germ cells in a 
recipient embryos. In this regard, it remains urgent to develop effective methodical techniques for 
removing this type of cells. The aim of our study was to optimize methodological approaches for 
eliminating primordial germ cells in the gonads of chicken embryos. Busulfan was used as an alkylat-
ing agent in concentrations from 10 to 250 μg/embryo. Dimethyl sulfoxide (DMSO) was used to 
dilute busulfan, as well as its combination with DMEM medium in various ratios. The busulfan solu-
tion was injected into the chicken embryos prior to incubation or after 24 hour incubation. The effi-
ciency of elimination of primordial germ cells in embryonic gonads was assessed on day 7 of incuba-
tion based on histological studies using immunohistochemistry on the expression of the SSEA-1 gene 
(stage-specific embryonic antigen-1). It has been established that the method of preparation and 
introduction of busulfan into embryos, as well as the dose of this drug determine the effectiveness of 
elimination primordial germ cells. Reduction of the negative effect on the development of chicken 
embryos when using DMSO for the dilution of busulfan was shown when the DMEM medium was 
included in the solution formulation at a concentration of 10 %. The high efficiency of eliminating 
primordial germ cells was observed when busulfan was used at a concentration of 100 μg per embryo. 
In this case, the number of germ cells in the gonads declined by 92 % compared to the control. The 
use of busulfan at a higher concentration while maintaining the effectiveness of this drug was charac-
terized by an increase in embryonic mortality. At the same time, higher effectiveness of eliminating 
primordial germ cells was achieved with the introduction of busulfan after 24-hour incubation of 
embryos: the number of germ cells in the gonads of 7-day-old chicken embryos was 12.5 % less than 
in the case of injection of this drug before incubation. 

 

Keywords: primordial germ cells, chicken, embryos, busulfan. 
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