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Технология создания генетически-модифицированных животных (плацентарных млекопитающих)
методом микроинъекции в пронуклеус оплодотворенной яйцеклетки предполагает в качестве одно-
го из ключевых этапов трансплантацию ранних эмбрионов самкам-реципиентам. Однако среди ис-
следователей существует значительный разброс мнений об оптимальном количестве эмбрионов,
переносимых самке-реципиенту. Так, в методической литературе и экспериментальных статьях,
посвященных методике создания генетически-модифицированных животных, приводятся данные о пе-
ресадке от 20 до 60 эмбрионов мыши и от 2 до 6 эмбрионов коз одному реципиенту. Таким образом, стан-
дартной рекомендацией является перенос значительно большего числа эмбрионов, чем развивается у
животных обоих видов при физиологической беременности. В то же время технология трансплантации
эмбрионов крупного рогатого скота (КРС) предполагает перенос одного эмбриона, что является физио-
логической нормой для этого вида животных. Клинические протоколы вспомогательных репродуктив-
ных технологий для трансплантации эмбрионов человека также рекомендуют переносить один эмбрион,
поскольку перенос числа эмбрионов, большего, чем при физиологической беременности, ведет к увели-
чению рисков. В своей работе мы анализируем результаты экспериментов по получению генетически-
модифицированных мышей и коз и приводим данные, свидетельствующие о необходимости пересмотра
стандартных рекомендаций о количестве переносимых эмбрионов в сторону уменьшения. Мы полагаем,
что количество переносимых эмбрионов не должно превышать число эмбрионов, характерное для фи-
зиологической беременности. Превышение количества трансплантируемых эмбрионов приводит к па-
тологическому течению беременности и значительному снижению эффективности работы в целом.
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ВВЕДЕНИЕ
Трансплантация эмбрионов является одним

из ключевых этапов работы по получению транс-
генных мышей и коз с использованием различ-
ных способов модификации генома. Однако раз-
витие этой технологии в основном ориентирова-
но на репродуктивные программы у человека или
крупных сельскохозяйственных животных. Соот-
ветственно, в медицине и ветеринарии приняты
стандарты, позволяющие минимизировать риски

выполнения процедуры и обеспечить максималь-
но эффективный результат. Общим принципом
технологии для человека (Zander-Fox et al., 2011;
Pandian et al., 2013) и крупных сельскохозяйствен-
ных животных (Hasler, 2014; Scherzer et al., 2008)
является строгий запрет на трансплантацию эм-
брионов в количестве больше физиологической
нормы. Так для крупного рогатого скота строго
ограничивают количество пересаживаемых эм-
брионов 1–2. В репродуктивных программах у че-
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ловека последние годы все больше склоняются к
пересадке одного эмбриона.

В работах по получению трансгенных мышей и
коз на сегодняшний день нет четких методиче-
ских указаний о количестве пересаживаемых эм-
брионов, а соответственно нет общепринятого
понимания о максимально эффективной практи-
ке. В различных методических руководствах ре-
комендуется разное количество пересаживаемых
эмбрионов: 40 (по 20 в каждый рог матки) (Vonck-
en, 2011), 30–60 (15–30 в каждый рог матки) (It-
tner, Götz, 2007), 30–40 (15–20 в каждый рог мат-
ки) (Cho et al., 2009), 20–30 (10–15 в каждый рог
матки) (Damert, Kusserow, 2003), 30 (15 в каждый
рог матки) (Kadulin et al., 2006). В статьях, посвя-
щенных созданию трансгенных животных, сооб-
щается о пересадке 20 (Rodriguez et al., 1995),
28 (Niavarani et al., 2005), 28 (Lisauskas et al., 2008),
25 (Hansson et al., 1994) эмбрионов у мышей и 5–6
(AmiriYekta et al., 2013), 3.8 (Zhang et al., 2008),
6.2 (Baldassarre et al., 2003), 6.6 (Batista et al., 2014;
Freitas et al., 2012), 2.4 (Yu et al., 2012, 2013) эмбри-
онов у коз. Таким образом, во всех работах реко-
мендуется пересаживать количество эмбрионов,
значительно превышающее число эмбрионов,
развивающихся при физиологической беремен-
ности у животных обоих видов. Так, физиологиче-
ской нормой для домовой мыши (Mus musculus) яв-
ляется 2–10 детенышей в помете, обычно 5–6
(Sokolov, 1989), а для коз (Capra hircus) – 1–2, реже
3 козлят в помете (Sokolov, 1989).

Целью данной работы была систематизация и
анализ результатов, полученных при работах по
трансплантации эмбрионов коз и мышей при ре-
ализации проектов по получению трансгенных
животных и определение оптимального количе-
ства эмбрионов для получения максимально эф-
фективного результата работы в целом.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Животные и условия их содержания. В работе

использованы мыши гибридной линии
F1(CBAXC57BL/6) (питомник “Столбовая”).
В процессе экспериментальной работы мышей
содержат в виварии ЦКП ИБГ РАН. Виварий
оснащен аппаратурой, позволяющей контроли-
ровать температуру воздуха, регулировать свето-
вой цикл (12/12) и осуществлять приточно-вы-
тяжную вентиляцию. Мышей содержат в услови-
ях постоянного доступа к воде и корму (вода из
централизованного источника водоснабжения,
комбикорм – полноценный экструдированный
(ООО “Лабораторкорм”, Россия)). Подстилка в
клетках – сухие мелкие древесные опилки

(ООО “Лабораторкорм”, Россия), замена раз в
неделю. Клетки и бутылки для воды обрабатывают
раз в неделю стерилизующими растворами.

Работы с козами проводили на базе лаборато-
рии воспроизводства, трансплантации эмбрио-
нов и трансгенеза животных на Биотехнологиче-
ском научно-экспериментальном производстве
по трансгенезу животных (д. Будагово) Минской
области РУП “Научно-практический центр На-
циональной академии наук Беларуси по живот-
новодству”.

Кормление и содержание коз осуществлялось
согласно норм ВАСХНИЛ (1985).

Растворы и среды. Для вымывания яйцеклеток
мыши использовали среду M2 (Sigma-Aldrich,
США), для вымывания яйцеклеток коз использо-
вали среды BWWH-5 или Hepes-KSOM или среду
DPBS с добавлением 0.1 мг/мл бычьего сыворо-
точного альбумина. Для культивирования яйце-
клеток мышей использовали среду M16 (Sigma-Al-
drich, США), для культивирования яйцеклеток коз
использовали среду BWW-5 или KSOM или Bovi-
hold (Minitube, Германия). Культивирование про-
водили под минеральным маслом (Sigma, США).

Наркоз. Для обездвиживания и обезболивания
мышей использовали авертин, представляющий
собой 2.5% водный раствор 1 г 2,2,2-трибромэта-
нола (Aldrich, USA) в 1 мл 2-метил-2-бутанола
(Sigma-Aldrich, USA). Авертин вводили внутри-
брюшинно из расчета 15 мкл на 1 г веса животно-
го. В ряде экспериментов для обездвиживания и
обезболивания животных использовали наркоз,
представляющий собой смесь препаратов “Золе-
тил 100” (VIRBAC, Франция) и “Рометар 20 мг/мл”
(Bioveta, a. s., Чешская республика). Для приготов-
ления смеси 0.5 мл “Золетил 100” смешивали с
0.25 мл “Рометар 20 мг/мл” и доводили физиоло-
гическим раствором до общего объема 10 мл.
Смесь золетил-рометар также вводили внутри-
брюшинно из расчета 6 мкл на 1 г веса животного.

Для анестезии коз за 1–1.5 ч до операции им
инъецировались наркотические средства с при-
менением раствора ксилазина (Xyla) из расчета
0.15 мл/кг живой массы. Перед введением ксилази-
на премедикация животного осуществлялась одним
из следующих препаратов: 1%-ный раствор атропи-
на сульфата (подкожно), или 2.5%-ный раствор
аминазина в дозе 1 мл на 25 кг массы животного.
Отмечались начало потери чувствительности
(при покалывании в различных участках тела жи-
вотного) и расслабление мускулатуры (животное
ложится).
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Протоколы индукции полиовуляции, получе-
ния оплодотворенных яйцеклеток на стадии про-
нуклеусов у мышей и коз, процедуры подготовки
вазэктомированных самцов животных-реципиен-
тов были опубликованы нами ранее (Zvezdova et al.,
2010; Goldman et al., 2012).

Проведение микроинъекций. Микроинъекции
проводили в среде HEPES-KSOM под микроско-
пом Zeiss Axiovert 200M при увеличении 400×–
600×, используя микроманипуляторы Narishige.
Для изготовления игл для микроинъекций ис-
пользовали пуллер Sutter instrument Co P-97
(USA), для изготовления удерживающей пипетки
использовали пуллер Narishige PC-10 и микро-
кузницу Narishige MF-900. Концентрация гене-
тических конструкций 1 нг/мкл.

Трансплантация яйцеклеток в яйцевод псевдобе-
ременного реципиента. Операция трансплантации
микроинъецированных зигот псевдобеременным
реципиентам была описана нами ранее (Zvezdo-
va et al., 2010; Goldman et al., 2012). Операцию
проводили на правом и левом яйцеводах.

Пересадку эмбрионов козам осуществляли хи-
рургическим методом через 24–48 часов после
микроинъекции рекомбинантной ДНК или для
интактных эмбрионов на седьмой день после вы-
явления коз-реципиентов в охоте.

Все процедуры, выполненные в исследовани-
ях с участием животных, соответствовали этиче-
ским стандартам учреждения, где проводились
исследования, и утвержденным правовым актам
РФ и международных организаций.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Мы провели анализ эффективности трансплан-

тации эмбрионов в работах по получению транс-
генных животных на примере 1106 мышей-реци-
пиентов и 113 коз-реципиентов (Gursky et al.,
2009; Deykin et al., 2009; Zvezdova et al., 2010; Gold-
man et al., 2012; Shelkovnikova et al., 2013; Silaeva

et al., 2013, 2014; Deĭkin et al., 2014; Robinson et al.,
2015; Gurskiy et al., 2016), всего было пересажено
12479 эмбриона мыши и 281 эмбрион коз. Бере-
менность наступила у 28% использованных реци-
пиентов. В процессе работы родилось 713 мышат и
33 козленка. Общие данные по объему работ пред-
ставлены в табл. 1. Мы полагаем, что объем дан-
ных, полученных в ходе экспериментов, достато-
чен для проведения статистического анализа эф-
фективности трансплантации у коз и мышей.

Определение оптимального количества эмбрио-
нов для трансплантации. Для определения опти-
мального количества эмбрионов для трансплан-
тации введен коэффициент эффективности,
рассчитанный как количество родившихся дете-
нышей/количество пересаженных эмбрионов.
В формуле расчета коэффициента эффективно-
сти не учтено количество использованных реци-
пиентов, поскольку наиболее трудоемкими и
критичными этапами работы являются получе-
ние микроинъецированных яйцеклеток и их пе-
ресадка псевдобеременным реципиентам. В то же
время подготовка псевдобеременных реципиен-
тов значительно менее сложна, и их количество
легко может быть увеличено за счет увеличения
популяции экспериментальных животных. При
расчете эффективности трансплантации из вы-
борки были исключены животные, у которых бе-
ременность не наступила, поскольку в этом слу-
чае отсутствие беременности может быть обу-
словлено состоянием реципиента.

На рис. 1 и 2 представлены графики изменения
коэффициента эффективности трансплантации с
ростом числа пересаженных эмбрионов. Как вид-
но из рис. 1, максимальная эффективность транс-
плантации у мышей достигается при переносе не-
большого числа яйцеклеток – не более 11 одному
реципиенту (что соответствует физиологической
норме количества развивающихся эмбрионов для
вида Mus musculus (Sokolov, 1989). Дальнейшее
увеличение количества переносимых яйцеклеток

Таблица 1. Результаты эксперимента по трансплантации микроинъецированнных эмбрионов

** % от числа яйцеклеток, пересаженных беременным реципиентам.
*** % от имплантировавшихся эмбрионов.

Пересажено клеток Использовано 
реципиентов

Беременных 
реципиентов

Имплантировавшихся 
эмбрионов к концу
2/3 беременности

Получено детенышей

Мыши
12479 1106 307 (28%) Н/д 713 (н/д)

Козы
281 113 32 (28%) 37 (46%**) 33 (89%***)



356

ОНТОГЕНЕЗ  том 49  № 6  2018

СИЛАЕВА и др.

не приводит к увеличению коэффициента эф-
фективности, более того, при значительном уве-
личении количества переносимых эмбрионов
(более 20 яйцеклеток одному реципиенту) про-
исходит падение коэффициента эффективности
трансплантации. Таким образом, при пересадке
близкого к физиологическому количеству эм-
брионов коэффициент эффективности превы-
шает 30% и достоверно отличается от такового
при превышении физиологической нормы в 2 ра-
за и более. По всей видимости, это означает, что
количество рожденных мышат после трансплан-
тации микроинъецированных яйцеклеток опре-
деляется не только жизнеспособностью самих яй-
цеклеток, но и способностью материнского орга-
низма выносить определенное число плодов.
Полученные нами результаты свидетельстуют о

том, что пересадка числа микроинъецированных
яйцеклеток, значительно превосходящего физио-
логическую норму для мышей, приводит к не-
обоснованным потерям эмбрионов на ранних
стадиях развития.

Похожие результаты мы получили в экспери-
ментах по пересадке микроинъецированных зи-
гот козам-реципиентам (рис. 2): эффективность
трансплантации не отличается в случае пересадки
2 и 3 микроинъецированных яйцеклеток и значи-
тельно снижается при двукратном увеличении
числа переносимых яйцеклеток по сравнению с
физиологической нормой для данного вида
(Sokolov, 1989).

Исследование влияния увеличения числа пере-
носимых эмбрионов на протекание беременности.
Ввиду возможной токсичности генетических

Рис. 1. Зависимость эффективности трансплантации от числа пересаженных эмбрионов у мышей.
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Рис. 2. Зависимость эффективности трансплантации от числа пересаженных эмбрионов у коз. Значения среднего коэффи-
циента эффективности пересадки при пересадке 2–3 эмбрионов достоверно выше такового для 4 эмбрионов (p = 0.05).
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конструкций возникает вопрос о необходимости
увеличения числа эмбрионов из-за их возможной
гибели в результате неудачной модификации ге-
нома. Для того, чтобы исследовать влияние увели-
чения числа эмбрионов на протекание беременно-
сти, был проведен контрольный эксперимент по
трансплантации. В ходе этого эксперимента псев-
добеременным реципиентам переносили по 10 ин-
тактных оплодотворенных яйцеклеток в каждый
рог матки (т.е. количество, двукратно превышаю-
щее физиологическую норму для вида Mus musculus).
Мышей вскрывали на 14 день после переноса и
определяли относительное количество импланти-
ровавшихся эмбрионов. Результаты контрольного
эксперимента приведены в табл. 2. Из табл. 2 видно,
что при пересадке в один рог матки эмбрионов с
двукратным превышением количества по отно-
шению к физиологической норме к 14 дню бере-
менности у мыши фиксируется высокий уровень
имплантации эмбрионов, в среднем, 76% от пере-
саженных мыши эмбрионов, и высокий уровень
эмбриональной гибели, так что живыми к 14 дню
оказывается только 63% от имплантировавшихся
эмбрионов, что соответствует физиологической
норме и составляет в среднем 4.8 эмбриона на рог
матки. При этом беременность проходит на фоне
большого числа разлагающихся плодов, это при-
водит к тому, что значительная часть беременно-
стей заканчивается абортами.

В табл. 2 представлены также данные анало-
гичного эксперимента, проведенного на козах.
Оказалось, что при увеличении числа переноси-
мых эмбрионов в два раза по сравнению с фи-
зиологической нормой для данного вида живот-
ных наблюдается гибель части эмбрионов и рож-
дение козлят в соответствии с физиологической
нормой 1.25 козленка на козление.

Таким образом, полученные в ходе контроль-
ного эксперимента результаты опровергают тео-

рию о необходимости увеличения числа перено-
симых эмбрионов ввиду возможной токсично-
сти генетической конструкции (Hansson et al.,
1994; Rodriguez et al., 1995; Baldassarre et al., 2003;
Niavarani et al., 2005; Lisauskas et al., 2008; Zhang
et al., 2008; Freitas et al., 2012; Yu et al., 2012, 2013;
AmiriYekta et al., 2013; Batista et al., 2014), поскольку
“лишние” эмбрионы погибают после середины бе-
ременности, и увеличение числа пересаженных эм-
брионов не приводит к увеличению числа рожден-
ных животных. Кроме того, результаты, полученные
в ходе контрольного эксперимента, полностью со-
гласуются с результатами, полученными в ходе экс-
периментов по трансплантации микроинъециро-
ванных яйцеклеток: увеличение числа переносимых
яйцеклеток не приводит к увеличению эффектив-
ности трансплантации и рождению большего числа
детенышей, а, наоборот, снижает эффективность
работы. Основываясь на полученных результатах,
мы полагаем, что при работе с токсичными генети-
ческими конструкциями необходимо снижать ко-
личество переносимых яйцеклеток по сравнению с
физиологической нормой, чтобы максимально
уменьшить соотношение между погибшими и жи-
выми эмбрионами, и тем самым увеличить шансы
выживших эмбрионов на полноценное развитие.

Таким образом, вне зависимости от видовых
особенностей реципиента, в работах по транс-
плантации эмбрионов при получении трансген-
ных животных необходимо ориентироваться на
физиологическую норму по количеству детены-
шей/имплантирующихся эмбрионов. Также не-
обходимо учитывать, что для коз такой нормой
является 1.3 козленка на козление, у мышей же
при первых родах у гибридной линии C57BL6xCBA
рождается 4–6 детенышей. Среднее количество
мышат около 10 голов можно получить от самок
линии CD1 при повторных родах и далее.

Таблица 2. Результаты контрольного эксперимента по трансплантации интактных эмбрионов

* трансплантация в 1 рог матки по 10 зигот у мышей и в 1 рог матки по 2 зиготы у коз.
** % от числа яйцеклеток, пересаженных беременным реципиентам.

*** % от имплантировавшихся эмбрионов.

Пересажено клеток Использовано 
реципиентов*

Беременных 
реципиентов к концу

2/3 беременности

Имплантировавшихся 
эмбрионов к концу
2/3 беременности

Живых эмбрионов
к концу 2/3 

беременности

Мыши

110 11 7 (63%) 53 (76%**) 34 (63%***)

Козы

84 42 24 (57.1%) 34 (70.8%**) 30 (88.2%***)
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Трансплантация большего, чем физиологиче-
ская норма, количества эмбрионов приводит к
абортам на фоне большого числа имплантировав-
шихся эмбрионов. Рассчитывая эффективность
работ по получению генетически-модифициро-
ванных животных, необходимо учитывать, что
стадия микроинъекции является максимально
травматичной для будущего организма. Получе-
ние яйцеклеток, их генетическая модификация,
культивирование – самые затратные стадии рабо-
ты, требующие привлечения высокотехнологиче-
ского оборудования, специалистов и занимающие
больше всего рабочего времени (Maksimenko et al.,
2013). Трансплантация – более утилитарный про-
цесс, хорошо отработанный при решении задач
репродукции в медицинской и ветеринарной
практике, в данном случае резко снижает эффек-
тивность работы в целом ввиду необоснованного
завышения количества пересаживаемых эмбрио-
нов. Мы полагаем, что использование физиоло-
гических количеств пересаживаемых эмбрионов
(1 на рог матки у коз и 3–5 на рог матки у мышей)
позволит избежать патологий беременности и по-
высить выход детенышей от числа пересаженных
зигот, а, значит, и количества генетически-моди-
фицированных первичных трансгенных живот-
ных, получаемых в рамках одной серии экспери-
ментов. Как и в случае реализации репродуктив-
ных программ у человека и сельскохозяйственных
животных, особое внимание должно быть уделено
качеству пересаживаемых эмбрионов и индивиду-
альному подходу к работе с ними. Пересадка заве-
домо нежизнеспособных эмбрионов только иска-
зит статистику, а искусственное создание конку-
ренции между жизнеспособными эмбрионами
повысит риск патологий беременности и абортов.

Работа выполнена при поддержке гранта Рос-
сийского научного фонда № 16-14-00150 (проведена
трансплантация 2470 эмбрионов мыши 269 реципи-
ентам, получено 277 детенышей. Проведена систе-
матизация результатов работ по трансплантации и
их статистическая обработка).

Работа выполнена с использование приборной
базы ЦКП ИБГ РАН.

Авторы выражают благодарность А.И. Будеви-
чу и И.Л. Гольдману за неоценимую помощь в
освоении технологии создания генетически-мо-
дифицированных животных.
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Optimal Number of Embryos for Transplantation 
in Obtaining Genetic-Modified Mice and Goats

Yu. Yu. Silaeva1, Yu. K. Kirikovich3, L. N. Skuratovskaya2, and A. V. Deikin1, 2, *
1Gene Biology Institute, Russian Academy of Sciences, Vavilova Str., 34/5, Moscow, 119334 Russia

2Research Institute of General Pathology and Pathophysiology, Baltiyskaya st., 8, Moscow, 125315 Russia
3Scientific and Practical Center for Animal Breeding, Frunze str., 11, Zhodino, 222160 Republic of Belarus
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The technology of creating genetically modified animals (placental mammals) by microinjection into the
pronucleus of a fertilized egg suggests, as one of the key stages, the transplantation of early embryos into fe-
male recipients. However, there is a wide range of opinions among researchers about the optimal number of
embryos to be transferred to the female recipient. Thus, data on transplantation of 20–60 mouse embryos and
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from 2 to 6 goat embryos to one recipient are given in the methodological literature and experimental articles
devoted to the method of creating genetically modified animals. Thus, the standard recommendation is the
transfer of a much larger number of embryos than that which develops in animals of both species in physio-
logical pregnancy. At the same time, technology of transplantation of bovine embryos (cattle) involves the
transfer of one embryo, which is the physiological norm for this species of animals. Clinical protocols of as-
sisted reproductive technologies for the transplantation of human embryos also recommend the transfer of
one embryo, because transferring the number of embryos greater than in physiological pregnancy leads to in-
creased risks. In our work, we analyze the results of experiments on obtaining genetically modified mice and
goats and provide data indicating the need to revise the standard recommendations on the number of transferred
embryos downward. We believe that the number of transferred embryos should not exceed the number of em-
bryos characteristic for physiological pregnancy. Excess of the number of transplanted embryos leads to a patho-
logical course of pregnancy and a significant decrease in overall performance.

Keywords: genetically modified animals, mice, goats, embryo transplantation, pregnancy pathology
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