
ОНТОГЕНЕЗ, 2013, том 44, № 6, с. 403–408

403

ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время все работы связанные с полу�
чением генетически модифицированных млекопи�
тающих путем введения эмбриональных стволовых
клеток (ЭСК) в доимплантационные эмбрионы (в
основном на стадии бластоцисты), осуществляются
главным образом с применением традиционных
подходов (агрегация клеток, микроинъекции)
(Nagy et al., 2003), а в последние годы с использова�

нием пьезомикроманипуляторов (Hu et al., 2013).
Одновременно с этим активно развиваются новые
технологии, связанные с использованием лазеров
для манипуляций различными биологическими
объектами, в том числе с клетками и ранними доим�
плантационными эмбрионами млекопитающих
(Karmenyan et al., 2009; Krivokharchenko et al., 2012).
В данной работе впервые продемонстрирована воз�
можность получения химерных бластоцист мыши с
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Описано получение химерных бластоцист мыши методами лазерной нанохирургии без использова�
ния какой�либо другой дополнительной техники. Для проведения экспериментов был разработан и
сконструирован специальный лазерный микроманипулятор. В экспериментах использовали эм�
бриональные стволовые клетки (ЭСК) мыши, трансформированные вектором pEF�GFP, кодирую�
щим флуоресцирующий зеленый белок. ЭСК с помощью лазерного микроманипулятора вводили в
перивителлиновое пространство мышиных эмбрионов на стадии 8�и клеток. Оперированные эм�
брионы культивировали in vitro до стадии вылупления из zona pellucida. Наличие флуоресценции и
ее точную локализацию регистрировали на конфокальном микроскопе. Впервые было продемон�
стрировано, что включения введенных лазерным микроманипулятором ЭСК, обнаруживаются как
во внутренней клеточной массе (ВКМ), так и в трофэктодерме химерной бластоцисты. Технология
проведения нанохирургических операций на ранних доимплантационных эмбрионах млекопитаю�
щих с помощью лазерной техники открывает большие возможности не только для решения фунда�
ментальных задач экспериментальной эмбриологии млекопитающих, но эта технология также мо�
жет быть использована как перспективный метод получения химерных и трансгенных животных с
заданным экспериментаторами генотипом.
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применением усовершенствованной лазерной на�
нохирургии. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали как оригинальные, спе�
циально разработанные для данных экспериментов
методы и подходы, так и стандартные, применяе�
мые в клеточной биологии и клеточной инженерии. 

Получение эмбрионов

Для экспериментов эмбрионы получали от су�
перовулированных самок мышей линии C57BL/6,
спаренных с самцами линии CBA. Суперовуляцию
проводили по стандартной схеме с использованием
гонадотропина сыворотки жеребых кобыл (PMSG,
Intervet) и человеческого хорионического гонадо�
тропина (hCG, Intervet). Животных умерщвляли пу�
тем дислокации шейных позвонков. Эмбрионы по�
лучали путем промывания яйцеводов. Все манипу�
ляции с эмбрионами проводили в среде М2 (Sigma),
для длительного культивирования использовали
среду М16 (Sigma), СО2 инкубатор (Sanyo) и 4�лу�
ночные пластиковые чашки “Nunclon” (Nunc).

Лазерный микроманипулятор

Микрохирургические операции были выполне�
ны на установке мультиплексного лазерного мани�
пулятора разработанного в ИХФ РАН. Принципи�

альная схема оптического блока использованного в
эксперименте представлена на рис. 1. 

В данной работе в мультиплексном лазерном ма�
нипуляторе использовали инвертированный опти�
ческий микроскоп (Olympus IX71). В поле микро�
скопа через объектив с высокой числовой аперту�
рой заводили лазерное излучение от двух лазеров.
Использовали объективы ЛОМО М�ФЛЮАР
100×/1.3 или Olympus LCAch N 40x/0.55 Ph2. Сфо�
кусированное излучение титан�сапфирового не�
прерывного лазера 790 нм в предметной плоскости,
где находится исследуемый образец, выполняло
роль “оптического пинцета”. Пространственные
манипуляции над клетками проводили путем их пе�
ремещения относительно фокального пятна при
движении предметного столика. Перемещение
предметного столика осуществляли либо “вруч�
ную” либо с помощью позиционных пьезо�двигате�
лей, причем, в последнем случае, обеспечивается
точность перемещений близкая к десяти наномет�
рам. Непрерывный диодный лазер с контролируе�
мой экспозицией, длина волны 1.48 мкм, мощность
в поле микроскопа 80 мВт использовали для про�
ведения микрохирургических операций с блестя�
щей оболочкой эмбриона и получения отверстия
с размером около 10 мкм. Визуальный контроль
осуществлялся с помощью видеокамеры (Sony
ExwaveHAD). Установка также была оснащена
спектрометром с фотоприемниками для реги�
страции спектров флуоресценции объекта иссле�
дования. 
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Рис. 1. Принципиальная оптическая схема, использованная в эксперименте: 1 – титан�сапфировый лазер непрерыв�
ного излучения в диапазоне 750–850 нм фирмы Avesta; 2 – телескоп – расширитель лазерного пучка; 3 – диодный ла�
зер; 4 – три дихроичных зеркала; 5 – объектив микроскопа; 6 – предметный столик; 7 – источник освещения; 8 – флу�
ориметр/счетчик фотонов; 9 – видеокамера.
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Культура эмбриональных стволовых клеток

ЭСК мыши линии R1 культивировались в среде
α�MEM (Gibco, США), с 15% фетальной бычьей
сывороткой, 2 мМ L�глутамина, и добавками
20 мкМ смеси витаминов, 100 мкМ заменимых
аминокислот, 100 мкМ пирувата натрия, 80 мкМ
меркаптоэтанола (ICN, CША) и 20 мкг/мл гента�
мицина. ЭСК культивировались в чашках Петри,
которые обрабатывались 0.1% желатином, или на
чашках с фидерным слоем эмбриональных фиброб�
ластов мыши. При культивировании ЭСК на чаш�
ках покрытых желатином, в культуральную среду
также добавлялся рекомбинантный LIF в концен�
трации 10 нг/мл. Эмбриональные фибробласты
мыши выделялись из 13–14 дневных эмбрионов
мыши 129 линии по стандартной методике. Фиб�
робласты культивировались на чашках Петри диа�
метром 35 мм в среде DMEM (Gibco, США) c 10%
фетальной бычьей сыворотки, 2 мМ L�глутамина
(ICN, США) и 80 мкг/мл гентамицина. Для полу�
чение фидерного слоя фибробласты обрабатыва�
лись митомицином С (1.5 часа, 3 мкг/мл) в росто�
вой среде и после этого три раза отмывались раство�
ром Хенкса. На следующий день фидерные слои
использовались для посева ЭСК. Все клеточные
культуры поддерживались в CO2 инкубаторе в атмо�
сфере 5% CO2 и при температуре 37°С. 

Конструирование вектора

Вектор pEF�GFP был получен на основе ком�
мерчески доступного вектора pcEGFP�C1 (Invitro�
gen, США), несущего ген устойчивости к селектив�
ному антибиотику неомицину. Последователь�
ность промотора фактора элонгации P EF1A была
получена из вектора pBudCE4.1 с помощью ре�
стрикции по сайтам NheI/XhoI и клонирована по
липким концам в промежуточный вектор pSPT18.
Конечный вектор рестрицирован BglII/HindIII,
при этом вырезался фрагмент промотора P CMV.
Далее pSPT18 была рестрицирована по BamHI/
HindIII, и фрагмент P EF1A клонирован в вектор
pcEGFP�C1 по сайтам BglII/HindIII. 

Характеристика клеток линии R1-EF-GFP

Трансфекцию ЭСК проводили липосомальным
методом с помощью метафектена (BioTex, Герма�
ния). Для трансфекции использовали 1 мкг плаз�
мидной ДНК на 600 000 клеток и 3 мкл метафектена
на 1 мл среды. Клетки инкубировали 2 ч при 37°С в
СO2 инкубаторе. Затем к клеткам добавляли еще
2 мл среды и продолжали инкубацию в течение
2�х суток в тех же условиях. Потом к клеткам до�
бавляли неомицин 1в концентрации 20 мкг/мл для

селекции трансфицированных клеток. Селекцию
проводили в течение 10–14 дней со сменой среды с
антибиотиком каждые три дня. Клетки, экспресси�
рующие GFP, наращивали, а затем подвергали
криоконсервации. Из трансфицированных клеток
выделялась тотальная РНК и анализировалась экс�
прессия транскрипционных факторов Nanog,
SOX2, OCT4 c помощью ПЦР, сопряженной с об�
ратной транскрипцией. По экспрессии факторов
плюрипотентности между клетками исходной ли�
нии R1 и трансгенными клетками R1�EF�GFP раз�
личий не обнаруживалось. Также проводилось ка�
риотипирование клеток и анализ экспрессии по�
верхностных маркеров, таких как щелочная
фосфатаза (AP) и SSEA�1 (CD15/Lewis�X). 

Конфокальная микроскопия

Локализацию флуоресценции на вылупляю�
щихся бластоцистах фиксировали с помощью ла�
зерного сканирующего конфокального микроско�
па LSM�710 (Carl Zeiss Microscopy, Jena, Germany).
Образцы из чашек для in vitro культивирования пе�
реносились на стерильные чашки Петри с тонким
стеклянным дном толщиной 0.16 мм в среде для
манипуляций М2. Для получения изображений
использовали объектив Plan�Apochromat с увели�
чением 20× (апертура 0.8). Возбуждение флуорес�
центного белка производили лазером с длиной
волны 458 нм и максимальной плотностью мощ�
ности 25 мВт, регистрировали флуоресценцию в
диапазоне 460–600 нм при конфокальной диафраг�
ме диаметром 151 μм, размер изображений – 1024 ×
× 1024 пикселей (159 нм/пиксель), скорость скани�
рования 1.27 μс/пиксель (1.56 с/изображение).
Для получения 3D реконструкции проводили ска�
нирование по оси Z с шагом 1 µм. В результате по�
лучали наложение  3D реконструкций  флуорес�
центного изображения и изображения, полученно�
го в режиме проходящего света.

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Для проведения экспериментов эмбрионы вы�

деляли из яйцеводов суперовулированных самок на
стадии 2�х бластомеров, которые культивировали
in vitro до стадии 8 клеток (морула). Эксперимент
состоял из двух этапов. Сначала, используя диод�
ный лазер, проводили перфорацию блестящей обо�
лочки (zona pellucida) с таким расчетом, чтобы воз�
можно было в образовавшееся отверстие ввести
стволовые клетки диаметром порядка 10 мкм. Па�
раметры лазерного пучка в поле микроскопа были
оценены в рамках теории распространения гауссов�
ского пучка: перетяжка 2w0 = 1.22 λ/NA, где
NA числовая апертура; z0 = (πw0)

2/λ (Silfvast et al.,
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2004). Для апертуры NA = 1.3 параметры пучка со�
ставляют w0 = 0.69 мкм, z0 = 1.02 мкм, при NA =
= 0.55 – w0 = 1.64 мкм, z0 = 5.7 мкм. Коэффициент
поглощения воды для длины волны 1.48 мкм со�
ставляет 0.003 см–1 (Hale et al., 1973). Оценка темпе�
ратуры разогрева в области перетяжки дает величи�
ну близкую к 75°C. Экспериментально показано,
что при этих параметрах воздействия эффективно
происходит перфорация блестящей оболочки эм�
бриона и существенно отрицательного воздействия
на эмбрион операция перфорации не оказывает
(рис. 2). 

На втором этапе при помощи непрерывного ти�
тан�сапфирового лазера 790 нм выполнялся опти�
ческий захват модифицированных эмбриональных

стволовых клеток и их перемещение под блестящую
оболочку эмбриона через полученное ранее отвер�
стие (рис. 3). Параметры гауссовского пучка в поле
микроскопа при NA = 1.3 w0 = 0.37 мкм, z0 =
= 0.55 мкм и при NA = 0.55 w0 = 0.88 мкм, z0 = 3.1 мкм.
Коэффициент поглощения воды для этой длины
волны пренебрежимо мал и составляет порядка
10–9 см–1.

Далее эти эмбрионы культивировали в СО2 ин�
кубаторе в среде М16 до стадии вылупляющейся
бластоцисты.

Как видно на рис. 4 (см. цветную вклейку), флу�
оресценция наблюдается как в клетках ВКМ, так и
трофэктодермальных клетках образующейся хи�
мерной бластоцисты.

Рис. 3. Эмбриональные стволовые клетки, введенные в перивителлиновое пространство эмбриона. 

Рис. 2. Морула с перфорированной блестящей оболочкой. Стрелкой указано место перфорации. 
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ОБСУЖДЕНИЕ 

Таким образом, в данной работе показано,
что предложенная методика проведения лазер�
ной операции позволяет получить химерные
бластоцисты мыши. Преимуществом данной ме�
тодики является: 1) высокая скорость проведе�
ния операции – в настоящей работе операция
занимала не более 2 мин без оптимизации от�
дельных стадий по времени, время операции мо�
жет быть существенно сокращено за счет опти�
мизации; 2) возможность точного контроля воз�
действия лазерного излучения на каждой стадии
операции за счет регулировки мощности лазера
и времени экспозиции; 3) сфокусированное из�
лучение 790 нм, соответствующее окну прозрач�
ности биообъекта, позволяет эффективно вво�
дить клетки в перивителлиновое пространство
эмбриона без использования механических мик�
романипуляторов, и без негативного воздей�
ствия на клетку. 

Считается, что ЭСК мыши, введенные в бла�
стоцисты, при формировании химер плохо или
вообще не дифференцируются в трофэктодерму
(Nagy et al., 1990; Beddington et al ., 1989). Вместе с
тем, различные регуляторные факторы и стимулы
в условиях in vitro могут обеспечивать дифферен�
цировку ЭСК мыши в клетки трофэктодермы
(Niwa et al., 2000; Schenke�Layland et al., 2007), что
указывает на существование у них такого потен�
циала. Полученные нами данные свидетельству�
ют о том, что перенос ЭСК мыши в 8�ми клеточ�
ный эмбрион с помощью лазерной технологии
приводит к тому, что эти клетки при дифферен�
цировке эффективно включаются как в ВКМ, так
и в трофэктодерму. Ранее сходные результаты бы�
ли получены при создании химер с использова�
нием гибридов ЭСК с соматическими клетками
(Do et al., 2011; Kruglova et al., 2008).
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нием под действием фемтосекундных лазерных
импульсов” и Программой Президиума РАН

“Поддержка инноваций и разработок” на 2013 год,
проект “Новая технология получения чистых ли�
ний генетически модифицированных лаборатор�
ных мышей методами фемтосекундной лазерной
микрохирургии”.
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Abstract—The procedure of obtainment of chimeric blastocysts of mice by laser nanosurgery methods with�
out using any other techniques is described. To perform the experiments, a special laser micromanipulator
was invented. The murine embryonic stem cells (ESC), which were transformed with pEF-GFP vector, en�
coding the green fluorescent protein, were used in the experiments. ESC were introduced into the perivi�
telline space of murine embryos at the stage of 8 cells using the laser micromanipulator. The operated embryos
were cultured in vitro until the stage of emergence from zona pellucida. The fluorescence and its precise lo�
calization were registered using a confocal microscope. It was shown for the first time that the inclusions of
ESC introduced with the lased micromanipulator were found not only in the inner cell mass (ICM) but also
in the trophectoderm of the chimeric blastocyst. The technology of nanosurgical operations at early stage
preimplanted mammalian embryos using laser techniques opens great opportunities not only for solution of
fundamental tasks of experimental embryology of mammals but also for obtainment of chimeric and trans�
genic animals with predetermined genotype.

Keywords: laser nonosurgery, preimplanted mammalian embryos, embryonic stem cells, green fluorescent
protein, chimeric blastocysts
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Рис.4 
а – Флуоресцирующие  ЭСК, включившиеся в трофэктодерму и ВКМ вылупляющейся бластоцисты; 
б – та же бластоциста в проходящем свете; 
в – наложение фотографий а и б (стрелкой указано место локализации ВКМ); 
г –  проекция 3D реконструкции бластоцисты на горизонтальную плоскость. Серый цвет – изображение в проходящем  

свете. Зеленый – флуоресценция GFP.
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