
 

1212 

СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННАЯ БИОЛОГИЯ, 2018, том 53, ¹ 6, с. 1212-1218 
 
 
УДК 636.52/.58:576.3/.7: 577.21:57.086.83 doi: 10.15389/agrobiology.2018.6.1212rus 
 
ВОСПРОИЗВОДИТЕЛЬНЫЕ КАЧЕСТВА ПЕТУХОВ С НОРМАЛЬНЫМ 

И МОДИФИЦИРОВАННЫМ ГЕНОМОМ 
 

Н.А. ВОЛКОВА, А.Н. ВЕТОХ, Б.С. ИОЛЧИЕВ, М.А. ЖИЛИНСКИЙ, 
Л.А. ВОЛКОВА, Е.К. ТОМГОРОВА, Н.А. ЗИНОВЬЕВА 

 

К современным успехам в создании трансгенной сельскохозяйственной птицы следует 
отнести получение эффективных генных конструкций и разработку результативных систем до-
ставки рекомбинантной ДНК в клетки-мишени. Однако при разведении генно-модифицированной 
птицы вероятны проблемы с трансгенным потомством, в частности репродуктивные нарушения, 
ограничение численности потомства, снижение его жизнеспособности. В настоящей работе впер-
вые была изучена гистологическая структура семенников и состав сперматогенных клеток в се-
менных канальцах у трансгенных петухов, полученных нами разными способами, и оценено каче-
ство и оплодотворяющая способность их семени. Исследования (ФНЦ ВИЖ им. Л.К. Эрнста, 
2017-2018 годы) выполняли на трансгенных петухах (Gallus gallus L.), полученных на основе поро-
ды Первомайская, и их нетрансгенных аналогах. Из трансгенных петухов сформировали две 
группы — полученные при введении лентивирусного вектора pWRSV в эмбрионы кур in vivo (I группа, 
n = 4) и посредством трансплантации трансформированных донорских сперматогониев в семен-
ники стерильных петухов-реципиентов (n = 5). В контрольную группу (n = 5) отбирали нетранс-
генных петухов в возрасте 8-9 мес. Сперму получали 1 раз в 2-3 сут в подогретые до 30 С пени-
циллиновые флаконы, используя абдоминальный массаж. Оценивали объем эякулята, подвиж-
ность и концентрацию спермиев, площадь головки и акросомы, общую длину сперматозоидов, 
длину жгутика. Критериями оценки оплодотворяющей способности семени служили оплодотворя-
емость яиц и вывод молодняка. Изучали гистоструктуру семенных канальцев и состав спермато-
генных клеток. Показано, что у трансгенных петухов количественные и качественные показатели 
спермы ухудшались по сравнению с контролем: объем эякулята, концентрация и подвижность 
сперматозоидов у особей в I опытной группе были ниже соответственно на 19, 15 и 1 %, во II 
опытной группе — на 38, 29 и 2 %. Отклонений в сохранности акросом у трансгенных петухов не 
отмечали. Гистологический анализ семенников у трансгенных петухов и их нетрансгенных анало-
гов не выявил значительных патологических нарушений в гистоструктуре семенных канальцев. 
Однако было установлено незначительное снижение количества сперматогенных клеток у транс-
генных особей по сравнению с контролем (разница до 19 %). Оплодотворяющая способность 
семени у петухов в опытных группах также оказалась ниже, чем в контроле: в I группе различия 
по проценту вывода молодняка составили 15 %, во II — 10 % (р < 0,05), что может свидетель-
ствовать об ухудшении функционального состояния половых клеток у генетически модифициро-
ванной птицы при интеграции трансгена. 
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ция, трасформированные сперматогонии, акросома, сперматозоид, качество спермы, оплодотво-
ряющая способность, выводимость. 

 

Целенаправленная модификация генома сельскохозяйственной 
птицы — перспективное направление современной биотехнологии, кото-
рое рассматривается как альтернатива традиционной селекции (1). Этот 
подход позволяет значительно ускорить получение популяций особей с 
желаемыми, а также качественно новыми признаками, привнесение кото-
рых стандартными селекционными методами невозможно. Однако прие-
мы, используемые для изменения генома у трансгенных сельскохозяй-
ственных животных, малоэффективны при создании генно-модифици-
рованной птицы, что связано с особенностями ее воспроизводства и раз-
вития (2). В то же время биология этой таксономической группы дает 
возможность существенно расширить набор методов для эффективного 
введения рекомбинантной ДНК в клетки-мишени. Эмбрионы птиц разви-
ваются вне организма самки, что облегчает доступ к ним при выполнении 
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генно-инженерных манипуляций. В качестве перспективных мишеней для 
введения рекомбинантной ДНК рассматриваются клетки бластодермы (3, 
4), примордиальные зародышевые клетки (5, 6) и сперматогонии (7). 

В настоящее время разработаны методы для эффективного направ-
ленного переноса рекомбинантных генов в эмбриональные и соматиче-
ские клетки кур, в частности введение рекомбинантной ДНК в эмбрио-
нальные клетки с помощью лентивирусных (8) и ретровирусных (9) векто-
ров, трансплантация трансформированных донорских примордиальных 
зародышевых клеток (10, 11) и сперматогониев (12, 13), трансформация 
примордиальных зародышевых клеток (14) и сперматогониев (15) in vivo. 
С использованием этих подходов выведены трансгеные куры, продуциру-
ющие с белком яйца маркерные белки (16, 17) и рекомбинантные белки 
человека (18, 19). Однако при дальнейшем разведении таких особей воз-
можны проблемы с получением трансгенного потомства (репродуктивные 
нарушения, меньшая численность и низкая жизнеспособность), обуслов-
ленные низкой фертильностью исходных родительских форм. В ряде ис-
следований показано снижение оплодотворяющей способности семени и 
либидо у самцов трансгенных животных по сравнению с нетрансгенными 
особями (20, 21). На трансгенной сельскохозяйственной птице подобные 
исследования практически не проводились. В этой связи представляет ин-
терес изучить воздействие трансгенеза на функциональное состояние по-
ловых клеток генетически модифицированной птицы, в частности петухов.  

В настоящем исследовании впервые изучена гистологическая струк-
тура семенников и состав сперматогенных клеток в семенных канальцах у 
трансгенных петухов, полученных с использованием разных методических 
подходов. Установлено снижение качества и оплодотворяющей способно-
сти семени у трансгенных петухов по сравнению с контролем. Впервые 
выявлено уменьшение числа сперматогенных клеток в семенных каналь-
цах петухов после трансплантации донорских сперматогониев. При этом 
не обнаружено значительных патологических нарушений в гистологиче-
ской структуре семенников. 

Цель работы заключалась в оценке репродуктивных качеств транс-
генных петухов в сравнении с их нетрансгенными аналогами, а именно в 
изучении качественных и количественных показателей семени, его опло-
дотворяющей способности, гистоструктуры семенных канальцев семенни-
ков и количественного состава в них сперматогенных клеток. 

Методика. Исследования выполняли на трансгенных петухах (Gallus 
gallus L.), полученных на основе породы Первомайская. В I группу (n = 4) 
входило потомство, выведенное из эмбрионов, в которые in vivo вводили 
лентивирусный вектор pWRSV, полученный нами ранее; II группу (n = 5) 
составили стерильные петухи-реципиенты после трансплантации в их се-
менники трансформированных in vitro донорских сперматогониев. Кон-
трольная группа (n = 5) включала нетрансгенных особей в возрасте 8-9 
мес, подобранных по принципу аналогов. Трансгенная и нетрансгенная 
птица содержалась в условиях физиологического двора (ФНЦ ВИЖ им. 
Л.К. Эрнста, 2018 год) в индивидуальных клетках. При кормлении исполь-
зовали полнорационные комбикорма. 

Сперму от петухов получали посредством абдоминального массажа 
1 раз в 2-3 сут. Для выработки условного рефлекса спермоотдачи петухов 
подготавливали в течение 1-2 нед. Объем эякулята определяли градуиро-
ванной пипеткой (до 1,0 мл). Концентрацию сперматозоидов рассчитыва-
ли с использованием камеры Горяева при просмотре под микроскопом 
Nikon Ni-U («Nikon Corporation», Япония; увеличение ½400). Их подвиж-
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ность оценивали на нагревательном столике при 38-40 С, эякулят предва-
рительно разбавляли 5-кратно. Свежеполученные препараты сперматозои-
дов фиксировали в метаноле в течение 10 мин и проводили морфометриче-
ский анализ (увеличение ½400) с помощью цифровой камеры Nikon DS-Qi2 
(«Nikon Corporation», Япония; разрешение 4908½3264 px). Морфометриче-
ские показатели (площадь головки и акросомы, общая длина сперматозо-
ида, длина жгутика) рассчитывали с использованием встроенного про-
граммного обеспечения NIS-Elements BR 4.30 («Nikon Corporation», Япо-
ния). У каждого петуха просматривали не менее 100 сперматозоидов. Со-
стояние акросом изучали на фиксированных препаратах сперматозоидов с 
помощью набора для дифференциального окрашивания Диахим-Дифф-
Квик (НПФ «Абрис+», Россия). 

Критериями оценки оплодотворяющей способности семени служи-
ли оплодотворяемость яиц и вывод молодняка. 

Гистологические препараты семенников готовили по общеприня-
той методике (22). Образцы ткани фиксировали в растворе Буэна (пикри-
новая кислота:уксусная кислота:формалин в соотношении 15:1:5) в тече-
ние 48 ч. Препараты окрашивали гематоксилином и эозином. Для анализа 
отбирали только семенные канальцы, имеющие просвет и округлую форму 
(поперечный срез). Клетки сперматогенного ряда идентифицировали по 
морфологии (23). От каждого самца исследовали не менее 30 семенных 
канальцев. Изображения обрабатывали и анализировали с помощью паке-
та программ NIS-Elements («Nikon Corporation», Япония). Определяли 
диаметр семенных канальцев, количество сперматогенных клеток в них, 
клеточный состав популяции.  

Полученные данные обрабатывали статистически в программе Mi-
crosoft Excel. В таблицах представлены средние арифметические значения (M) 
и ошибки средних (±SEM). Достоверность различий оценивали по t-кри-
терию Стьюдента. Различия считали статистически значимыми при р < 0,05. 

Результаты. Визуальная оценка образцов семени, полученных от 
трансгенных петухов и самцов контрольной группы, не выявила каких-
либо значительных отклонений: цвет и запах эякулятов соответствовали 
установленным требованиям. Однако по показателям качества семени 
между экспериментальными группами имелись различия (табл. 1).  

1. Показатели качества семени у трансгенных и нетрансгенных петухов (Gallus 
gallus L.) породы Первомайская (M±SEM, физиологический двор ФНЦ 
ВИЖ им. Л.К. Эрнста, 2018 год) 

Показатель 
Группа 

контроль I II 
Объем эякулята, мл 0,31±0,11 0,25±0,09 0,19±0,08 
Концентрация сперматозоидов, млрд/мл 2,98±0,76 2,51±0,65 2,11±0,74 
Подвижность сперматозоидов, % 86±6 85±7 84±8 
Доля сперматозоидов с аномальной морфологией, % 9±3 12±4 11±3 
П р и м е ч а н и е. Описание групп см. в разделе «Методика». 

 

У трансгенных петухов наблюдалась тенденция к снижению объе-
ма эякулята и концентрации сперматозоидов по сравнению с контролем: 
в I группе — соответственно на 19 и 15 %, во II группе — 38 и 29 %. 
Кроме того, у трансгенных петухов сперматозоиды были менее подвиж-
ными, однако в этом случае различия оказались менее существенными и 
не превышали 2 %. 

Наряду с уменьшением объема эякулята и концентрации сперма-
тозоидов в опытных группах возрастала доля сперматозоидов с аномаль-
ной морфологией. Различия с контролем по этому показателю составили 
33 % в I группе и 22 % — во II группе. Анализ процентного соотношения 
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сперматозоидов с анормальной морфологией разных участков (головка, 
средняя часть и жгутик) показал, что наиболее частыми были нарушения 
в области жгутика (рис.). В контрольной группе этот показатель составил 
4 %, в опытных — 5 %. По сравнению с ним доля сперматозоидов с 
анормальной морфологией головки и средней части во всех эксперимен-
тальных группах была ниже на 1-2 %. 

Мы также установи-
ли различия между экспе-
риментальными группами по 
морфометрическим показа-
телям сперматозоидов (табл. 
2). У трансгенных петухов 
из I группы наблюдалось 
увеличение площади голов-
ки на 27 % по сравнению с 
контролем (р < 0,01), из II 
группы — на 6 %. Кроме 
того, несколько уменьшалась 
длина жгутика и, как след-
ствие, общая длина сперма-

тозоидов (до 2 %). Размеры акросом у трансгенных особей в I группе 
уменьшались по сравнению с контролем на 33 %, во II группе — на 25 % 
(р < 0,05). Следует, однако, отметить, что эти морфометрические измене-
ния не оказывали значительного влияния на сохранность акросом: у всех 
петухов она была практически одинаковой и составила у трансгенных — 
98,9 %, у нетрансгенной — 99,0 %.  

2. Морфометрические показатели сперматозоидов в эякулятах у трансгенных и 
нетрансгенных петухов (Gallus gallus L.) породы Первомайская (M±SEM, 
физиологический двор ФНЦ ВИЖ им. Л.К. Эрнста, 2018 год) 

Группа 
Площадь, мкм2 Длина, мкм 

головка акросома общая жгутик 
Контроль 11,9±0,6 1,2±0,1 81±3 68±3 
I 15,2±0,7** 0,8±0,1* 79±1 67±2 
II 12,7±0,5 0,9±0,1* 80±1 66±3 
П р и м е ч а н и е. Описание групп см. в разделе «Методика». 
*, ** Различия с контролем статистически значимы соответственно при р  0,05 и р  0,01. 

 

Оплодотворяющая способность семени от трансгенных петухов 
была ниже по сравнению с контролем (табл. 3). В I опытной группе про-
цент оплодотворенных яиц и полученных цыплят был соответственно на 
4 и 15 % ниже аналогичных показателей, установленных для контрольной 
птицы. Во II опытной группе различия составили 6 и 10 % (р < 0,05). 

3. Развитие эмбрионов и результативность получения цыплят от трансгенных и 
нетрансгенных петухов (Gallus gallus L.) породы Первомайская (M±SEM, фи-
зиологический двор ФНЦ ВИЖ им. Л.К. Эрнста, 2018 год) 

Группа 
Заложено яиц на 
инкубацию, шт. 

Из них, шт. (%) Развилось 
эмбрионов, % 

Получено 
цыплят, % не оплодотворено  оплодотворено 

Контроль 50 3 (6) 47 (94) 90 85 
I 50 5 (10) 45 (90) 84 70 
II 55 7 (12) 48 (88)* 85 75 
П р и м е ч а н и е. Описание групп см. в разделе «Методика». 
* Различия с контролем статистически значимы при р  0,05. 

 

Сходные данные получены для трансгенных сельскохозяйственных 
животных, в частности коз и кроликов. У козлов с геном лактоферрина 
человека hLF описано снижение качества семени и его оплодотворяю-

 
Доля сперматозоидов с анормальной морфологией головки 
(а), средней части (б) и жгутика (в) в эякулятах у транс-
генных и нетрансгенных петухов  (Gallus gallus L.) породы 
Первомайская: К — контроль, I и II — опытные группы 
(физиологический двор ФНЦ ВИЖ им. Л.К. Эрнста, 
2018 год). Описание групп см. в разделе «Методика». 
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щей способности (различия до 13 % по сравнению с контрольной груп-
пой) (20, 24). У самцов кроликов с геном гормона роста быка bGH наблю-
далось снижение либидо (21). В то же время у мышей, трансгенных по 
гену лактоферрина человека, репродуктивные показатели были в норме 
(25). У овец, несущих в геноме рекомбинантный ген химозина крупного 
рогатого скота, процент объягнившихся маток также соответствовал нор-
мативным показателям (26).  

Снижение воспроизводительных качеств у трансгенных петухов по 
сравнению с контролем было обусловлено ухудшением ряда показателей 
качества семени, в частности уменьшением объема эякулята, подвижно-
сти и концентрации спермиев (см. табл. 1). Снижение концентрации 
спермиев в эякулятах, полученных от трансгенных петухов, подтвердили 
гистологические исследования. Анализ гистоструктуры семенных каналь-
цев выявил снижение числа сперматогенных клеток в семенных каналь-
цах у трансгенных петухов по сравнению с контролем (табл. 4). Наиболее 
выраженные изменения относительно контроля по этому показателю от-
мечались у трансгенных петухов после трансплантации донорских спер-
матогониев (II группа) — на 19 %. При этом у трансгенных петухов, по-
лученных с использованием лентивирусного вектора (I группа), разница с 
контролем по числу сперматогенных клеток не превышала 2,5 %.    

4. Содержание разных типов сперматогенных клеток в семенном канальце (шт.) у 
трансгенных и нетрансгенных петухов (Gallus gallus L.) породы Первомайская 
(M±SEM, физиологический двор ФНЦ ВИЖ им. Л.К. Эрнста, 2018 год) 

Группа Всего 
Клетки 
Сертоли 

Сперматого-
нии 

Сперматоциты  
1-го и 2-го порядка 

Сперматиды Спермии 

Контроль 1198±115 18±3  69±5  613±20 218±14 280±17 
I 1167±213 15±2 65±8 625±35 205±18 257±25 
II 960±88 17±3 58±11 526±31 158±25 201±14* 
П р и м е ч а н и е. Описание групп см. в разделе «Методика». 
* Различия с контролем статистически значимы при р  0,05.  

 

Сравнительный анализ качества семени трансгенных петухов, по-
лученных с помощью разных методических подходов, продемонстрировал, 
что трансгенные петухи из I группы превосходили трансгенных особей из 
II группы (в частности, по объему эякулята семени и концентрации спер-
миев соответственно на 24 и 16 %). Оплодотворяющая способность семе-
ни у петухов, полученных с использованием лентивирусного вектора, так-
же была выше аналогичного показателя у особей после трансплантации 
трансформированных донорских сперматогониев.    

Таким образом, проведенные исследования показали, что интегра-
ция трансгена сказывается на функциональном состоянии половых клеток 
у генетически модифицированных петухов: наблюдается снижение объема 
эякулята, концентрации и подвижности сперматозоидов, уменьшается ко-
личество сперматогенных клеток в семенных канальцах, ухудшается опло-
дотворяющая способность семени. В то же время отклонений в сохранно-
сти акросом у трансгенной птицы мы не обнаружили. Анализ семенников 
у трансгенных петухов и их нетрансгенных аналогов также не выявил зна-
чительных патологических нарушений в гистоструктуре. 
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A b s t r a c t  
 

To date, progress has been made in the production of transgenic poultry: effective gene 
constructs have been obtained, and efficient systems for recombinant DNA delivery into target cells 
have been created. However, when breeding a genetically modified poultry, problems may arise with 
transgenic offspring, in particular its low viability or limited number. This paper is the first to report 
on histological structure of the testes and the composition of spermatogenic cells in the seminiferous 
tubules of transgenic roostersand on the quality and fertilizing ability of their semen. The study was 
carried out on transgenic roosters which were obtained by us in different ways based on chicken 
(Gallus gallus L.) Pervomaiskaya breed and their non-transgenic analogues (vivarium of Ernst Federal 
Science Center for Animal Husbandry, 2017-2018). Group I was transgenic roosters after introduc-
tion of the lentiviral vector pWRSV into chicken embryos in vivo (n = 4); Group II was transgenic 
roosters obtained by transplantation of transformed  in vitro donor spermatogonia into the testes of 
sterile recipient roosters (n = 5). The control group included non-transgenic roosters selected as 
analogues (breed, age). Sperm was collected once every 2-3 days in penicillin vials heated to 30 C 
by abdominal massage carried by the same technician. The following semen indicators were investi-
gated: ejaculate volume, sperm motility and concentration in the ejaculate, the head and acrosome 
area, total spermatozoa length, flagella length. The criteria for evaluation of the fertilizing capacity of 
semen were the egg fertilization and the hatching of the younger generation. The histological struc-
ture of the seminiferous tubules and the composition of spermatogenic cells were also studied. Our 
experiments show that the quantitative and qualitative indicators of sperm in transgenic roosters de-
crease compared to the control. The volume of ejaculate, the concentration and motility of sperma-
tozoa were 19, 15 and 1 % lower in Group I and 38, 29 and 2 % lower in Group II. However, there 
are no deviations in the safety of the acrosome in transgenic roosters when compared to the control 
individuals. Histological analysis of testes of the transgenic and non-transgenic roosters also reveals 
no significant pathological disturbances in the seminiferous tubules. Nevertheless, an insignificant 
decrease in the number of spermatogenic cells in transgenic individuals occurs when compared to the 
control ones (up to 19 %). The fertilizing capacity of the transgenic roosters’ semen is also lower 
than that of the control roosters. In Group I the differences with the control group for the percent-
age of chick hatching were 15 %, in the Group 2 — 10 % (р < 0.05),  which may indicate some 
negative effect of the integration of the transgene on the functional state of the germ cells in the 
studied genetically modified individuals. 

 

Keywords: roosters, Gallus gallus L., transgenesis, gene constructs, transplantation, gene-
transformed spermatogonia, acrosome, spermatozoon, semen quality, fertilizing ability, hatching. 
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